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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 
35S(2x) karfiolmozaikvírus 35S promóterének duplikált enhanszer eleme 
CaM kalmodulin 
CAB klorofill A/B-kötő fehérje 
CaMV 35S karfiolmozaikvírus 35S RNS génje 
CAT1 kataláz 1 
CCA1 circadian clock associated 1 
CCD charge-coupled device 
CCR2 cold, circadian regulated 2 
cGMP ciklikus guanozin-monofoszfát 
CLK clock 
COP constitutive photomorphogenic 
CPH1 cyano-phytochrome 1 
CPRF common promoter-binding factor 
CRS citoplazmatikus retenciós szignál 
CYC cycle 
DBT double-time 
dCTP dezoxi-citozin trifoszfát 
DD dark/dark (folyamatos sötét) 
DEPC dietil-pirokarbonát 
DET de-etiolated 
EDTA etilén-diamin-tetraacetát 
ELF3 early-flowering 3 
FAD flavin-adenin dinukieotid 
FRP free-running period 
FUS fusca 
GBF G-box-binding factor 
GFP green fluorescent protein 
HN hosszú nappal(os) 
HY5 long hypocotyl 5 
IPTG izopropil-tio-p-D-galaktozid 
LD light/dark (fény/sötét periódusok váltakozása) 
t 
2 
LF low fluence 
LHY late-elongated hypocotyl 
LL light/light (folyamatos fény) 
LUC luciferáz 
MOPS 3-morfolino-propánszulfonsav 
NES nukleáris export szignál 
NLS nukleáris lokalizációs szignál 
NOS nopalin-szintáz 
NPH1 non-phototropic hypocotyl 1 
NPL1 NPH1-like 1 
PAS akronim kifejezés a period, aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator és single-minded fehérjék neveiből 
PER period 
Pfr a fitokrómok aktív, távoli vörös fényt elnyelő konformációs formája 
PHY(A,B,CfD,E) fitokróm (A,B,C,D,E) 
PHYB* kromofór kötésére nem képes mutáns fitokróm B fehérje 
PIF3 phytochrome-interacting factor 3 
PKS1 phytochrome kinase substrate 1 
pPCV plant cloning vector 
Pr a fitokrómok inaktív, vörös fényt elnyelő konformációs formája 
RBCS ribulóz-1,5-bifoszfát-karboxiláz/oxigenáz kis alegysége 
RN rövid nappal(os) 
SAP sequestered areas of phytochrome 
SDS nátrium-dodecil-szulfát 
TIM timeless 
VLF very low fluence 
X-GAL 5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-galaktopiranozid 
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
2.1. NÖVÉNYI FOTORECEPTOROK 
A növényi fotoreceptorokat három csoportba sorolhatjuk az általuk elnyelt fény 
hullámhossza alapján: 
• UV-B receptorok : létezésükre még csak indirekt bizonyítékok 
vannak (Wellmann, 1983; Jenkins, 1997; Kim és mtsai, 1998). 
• UV-A, kék fény receptorok : kriptokrómok, fototropin, NPL1 (Ahmad és 
Cashmore, 1993; Christie és mtsai, 1998; Lin és mtsai, 1998; Kagawa 
és mtsai, 2001). 
• vörös/távoli vörös fény receptorok : fitokrómok (Sharrock és Quail, 
1989; Clack és mtsai, 1994; Quail és mtsai, 1995). 
2.1.1. UV-B receptorok 
Az UV-B (280-320 nm) sugárzás káros hatásait egyre szélesebb körben 
vizsgálják az utóbbi időben, főként a magaslégköri ózonpajzs sérülése, elvékonyodása 
miatt. A nagy intenzitású UV-B besugárzás közvetlen következményeként számos 
makromolekula (DNS, fehérjék) roncsolódása, lipidek peroxidációja, különböző 
pigmentek oxidációja figyelhető meg a növényi sejtekben. Igazolták ugyanakkor, hogy az 
alacsonyabb intenzitású UV-B fény fotomorfogenikus folyamatok kiváltására képes. E 
folyamatok közé tartozik a hipokotil-megnyúlás gátlása, a sziklevél kiterülésének 
serkentése, valamint a fenilpropanoid/flavonoid védőpigmentek szintéziséért felelős 
enzimek génjeinek indukciója (Stapleton, 1992; Teramura, 1996). Bizonyítást nyert, hogy 
az említett folyamatok megjelenéséért nem az UV-B fény által létrehozott szabad gyökök 
felelősek, hanem a szabályozás közvetett módon, egy feltételezett UV-B receptoron és a 
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hozzá kapcsolt speciális jelátvivő láncon keresztül érvényesül (Jenkins, 1997). A 
fotoreceptor ill. az azt kódoló gén azonosítására tett kísérletek azonban a mai napig nem 
hoztak eredményt. 
2.1.2. Kriptokrómok 
Charles Darwin már 1881-ben megállapította, hogy a növények fény irányába 
történő elhajlása, növekedése (fototropizmus) kék fény-specifikus válaszreakció. Azóta 
számos egyéb növényi reakció vált ismertté, amelyek megjelenését a spektrum UV-A ill. 
kék tartományába eső fénnyel lehet kiváltani. Feltételezték, hogy e folyamatok 
szabályozásában egy még nem azonosított fotoreceptor-csoport játszik szerepet, 
amelynek tagjai ugyanazt a kromofór-molekulát alkalmazzák a fény abszorbciójára. Az 
időközben már felfedezett fitokrómok mintájára, valamint jelezvén, hogy még ismeretlen 
természetű fényérzékelő molekulákról van szó, ezek a receptorok a kriptokróm 
gyűjtőnevet kapták (Gressel, 1977). 
A kriptokrómok felfedezéséhez olyan fotomorfogenikus mutáns növények 
vizsgálata vezetett el, amelyekben a mutáció következményeként specifikusan a kék 
fényre adott válasz képessége sérült (Koornneef és mtsai, 1980; Hoffman és mtsai 
1996). Arabidopsis thaliana-ban két gént sikerült azonosítani, amelyek mutációja 
zavarokat okozott a kék fény érzékelésében, elsősorban a hipokotil-megnyúlás terén. A 
gének felfedezésük sorrendjében a kriptokróm 1 és 2 (CRY1 és CRY2) jelöléseket 
kapták . A kriptokróm fehérjék meglepő szekvencia-hasonlóságot mutatnak a bakteriális 
DNS fotoliázokhoz. A hasonlóság különösen jelentős a kromofór-kötö régiókban. A 
kriptokrómok a fotoliázokhoz hasonlóan FAD (elsődleges) és pterin (másodlagos) 
kromofór csoportokat kötnek, viszont nem rendelkeznek fotoliáz aktivitással. 
Az Arabidopsis CRY1 szolubilis fehérje, mind etiolált, mind fényen fejlődött 
növények valamennyi szervében kimutatható (Ahmad és Cashmore, 1993). Foto-stabilis 
'C' " 'A 
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molekula, mivel fénykezelés hatására a CRY1-szint nem változik szignifikánsan a 
növényi sejtekben (Lin és mtsai, 1996). A CRY1 receptor fontos szerepet játszik a kék 
fény-indukált de-etioláció szabályozásában (hipokotil-megnyúlás gátlása, sziklevelek 
expanziója, hipokotil kampó kiegyenesedése), a virágzás indukciójában, valamint több, 
az antocián bioszintézis-út korai enzimjeit kódoló gén kifejeződésének serkentésében 
[kaikon szintáz (CHS), kaikon izomeráz (CH/), dihidro-flavonol reduktáz (DFR)]. A CRY1 
főként a nagy intenzitású kék fény által kiváltott válaszokat közvetíti. 
Az Arabidopsis CRY2 a CRY1-hez hasonlóan szolubilis fehérje, és általánosan 
megtalálható a növény különböző szerveiben (Lin és mtsai, 1998). Fontos különbség 
ugyanakkor a két receptor között, hogy a CRY2 foto-labilis molekula, kék fény hatására 
gyors degradációja figyelhető meg. A CRY1 és a CRY2 receptorok funkciójában az 
általuk szabályozott folyamatok tekintetében számos átfedés tapasztalható, különbséget 
inkább a két receptor által abszorbeálható kék fény intenzitásában láthatunk. Az 
alacsony intenzitású fényingereket, amelyekre a CRY1 még érzéketlen, a CRY2 képes 
hatékonyan közvetíteni. Magasabb fényerősség mellett viszont a CRY2 egyrészt 
gyorsan lebomlik, másrészt az általai szabályozott jelátviteli lánc már telítődik, így nem 
képes különbséget tenni gyengébb és erősebb ingerek között. A CRY1 ebben a 
tartományban már kellő hatékonysággal érzékeli a fényt, így magasabb fényintenzitás 
mellett a fő kék fény-receptor szerepét tölti be (Lin, 2000). 
2.1.3. Fototropin 
A cry1cry2 dupla mutáns Arabidopsis növényekben a kék fény-indukált 
fototropizmus továbbra is megfigyelhető volt, így bizonyossá vált, hogy az elsőként 
felfedezett kék fény által kiváltott növényi válaszreakció nem a kriptoktóm 
fotoreceptorokon keresztül szabályozott. A fototropizmus regulációjában szerepet játszó 
receptor megismeréséhez az nphl (non-phototropic hypocotyl I ) elnevezésű 
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Arabidopsis mutáns azonosítása (Liscum és Briggs, 1995), ill. a mutációt hordozó gén 
izolálása és jellemzése (Huala és mtsai, 1997) vezetett. A receptor a fototropin nevet 
kapta, a megfelelő gént és fehérjét pedig az NPH1 és NPH1 rövidítésekkel jelölték. Az 
NPH1 fehérje egy 120 kDa méretű membránkötött protein, amely kék fény hatására 
gyors autofoszforilációt mutat. A fehérje C terminális részén található a foszforilációért 
felelős szerin-treonin kináz dómén, míg az N terminális részen két ún. LOV (light, 
oxygen, voltage) motívum található. A LOV dómén egy olyan konzervált szerkezetű 
fehérjemotívum, amely megtalálható különböző szervezetek fény-, ill. oxigén-érzékelő 
molekuláiban, valamint feszültség-függő K+-csatorna proteinjeiben (Huala és mtsai, 
1997). Az NPH1 esetében a LOV motívumok szerepe a kromofórként szolgáló FMN 
csoportok kötése (Christie és mtsai, 1999). A fototropin meghatározó szerepet tölt be a 
fototropizmus szabályozásában, egyéb receptorok (kriptokrómok, fitokrómok) csak 
kisebb módosító funkciókat látnak el ebben a tekintetben. Ugyanakkor a fototropin 
résztvétele egyéb fényreguláit folyamatok szabályozásásban a mai napig nem nyert 
igazolást. 
2.1.4. NPL1 
A kloroplasztiszok fényindukált elmozdulása régóta ismertjelenség (Senn, 1908). 
Gyenge fényben a plasztiszok egyenletesen oszlanak el a citoplazmában, a fény 
irányára merőlegesen, így maximalizálva a fényabszorbciós felületet. Erős fényben 
viszont a sejtfalak közelébe vándorolnak, és a fény irányával párhuzamos orientációban 
helyezkednek el. A Mougeotia scalaris zöldalgában, valamint az Adiantum capillus-
veneris páfrányban a jelenséget fitokróm fotoreceptorok szabályozzák, vörös fény 
elnyelése révén. Magasabbrendű növényekben a kék fény szerepe a meghatározó a 
jelenség kiváltásában, viszont a folyamatot szabályozó receptort csak a közelmúltban 
sikerült azonosítani Arabidopsis-ban (Kagawa és mtsai, 2001). A receptorfehérje 
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nagyfokú hasonlóságot mutat a fototropinhoz (kináz dómén, LOV motívumok), ezért 
kapta az NPL1 (NPH1-like 1) elnevezést. Jelenlegi ismereteink szerint az NPL1 az 
egyetlen receptor, amely a kloroplasz-elmozdulást szabályozza Arabidopsis-ban, és a 
kloroplaszt-elmozdulás az egyetlen jelenség, amelynek regulációja az NPL1 receptorhoz 
kapcsolható. 
2.1.5. Fitokrómok 
A jelenleg ismert fényreguláit növényi életfolyamatok többsége a fitokróm 
fotoreceptorokon keresztül szabályozott. 
A fitokróm fotoreceptorok homodimer formában működnek a növényi sejtekben. A 
monomer egy apoprotein részből (~125 kDa) és a hozzá kovalensen kapcsolódó lineáris 
tetrapirrol kromofór csoportból (phytochromobilin) épül fel. Az apoprotein részt egy 
kisebb géncsalád kódolja a magasabbrendű növényekben, amelynek eddig Arabidopsis-
ban öt tagját azonosították és látták el rendre PHYA,B,C,D és £ jelölésekkel (Sharrock 
és Quail, 1989). A különböző apoproteinekből felépülő fitokróm receptorok nemcsak 
spektrális és biokémiai tulajdonságaikban térnek el egymástól, hanem diszkrét 
(ugyanakkor bizonyos mértékig átfedő) szabályozó funkciókat töltenek be, mintegy 
osztozva a fitokróm-renszerhez kapcsolható életfolyamatok szabályozásában. Az egyes 
fitokróm gének által kódolt fehérjék változó mértékű hasonlóságot mutatnak egymással 
aminosav-szekvencia szinten. Mivel az újonnan felfedezett fitokróm gének, fehérjék 
besorolásánál elsősorban az aminosav-szekvencia hasonlóságát veszik alapul, egy 
adott faj különböző típusú, pl. PHYA és PHYB proteinjei kevésbé hasonlítanak 
egymásra, mint különböző fajok adott típusú, pl. PHYA fehérjéi. A besorolás ugyanakkor 
nem pusztán technikai jellegű: az azonos csoportba sorolt receptorok hasonló funkciókat 
töltenek be különböző fajok esetében. 
A receptorcsalád két legismertebb és legfontosabb tagja a PHYA és PHYB 
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receptor. A PHYA receptor főként etiolált állapotban termelődik magas szinten, 
különösen a csíranövények gyökércsúcsának és hipokotiljának sejtjeiben. Fontos 
szerepet játszik a csírázás megindításában és a "zöldülésben" (etioláció), kifejlett 
növényekben a virágzási idő kialakításában. Foto-labilis molekula, a fitokróm receptorok 
közül a PHYA lebomlási sebessége a legnagyobb fényben (Clough és Viestra, 1997). A 
PHYB receptor az Arabidopsls növények szinte valamennyi szövetében megtalálható. 
Mennyisége de-etiolált (zöld) állapotban magasabb, a normális fényviszonyok között 
nevelt, kifejlett növények domináns fitokróm receptora. Szabályozza a szár megnyúlását, 
az árnyék-elkerülést, virágzást. Fény-stabil molekula, lebomlási sebessége mintegy 50-
szer kisebb, mint a PHYA receptoré (Furuya és Schäfer, 1996; Whitelam és Devlin, 
1997). 
A fitokróm fotoreceptorok vázlatos szerkezetét a 2.1. ábra mutatja (Nakasako és 
mtsai, 1990). A molekula három fő részre tagolható. Az N-terminális szakasz a kromofór-
kötés, így a fényabszorbció helye. A kromofór csoport 
egy konzervált helyzetű cisztein aminosav tio-észter 
kötésén keresztül kapcsolódik az apoproteinhez. Ha 
pontmutáció kialakításával a cisztein aminosavat egy 
másik aminosavra cseréljük, a fehérje nem képes 
kötni a kromofórt, fényelnyelésre képtelen, biológiailag 
inaktív fotoreceptor képződik. A különböző fitokróm 
fehérjék között az N-terminális rész első 60 
aminosavnyi szakasza mutatja a legnagyobb fokú 
variabilitást. A térszerkezetvizsgálatok tanúsága 
szerint a biológiailag aktív receptorfehérjékben ez a 
fehérjeszakasz a kromofór közvetlen környezetében található, így a kromofór mikro-
környezetének kialakításában vehet részt. Ezért térhet el egymástól az egyes 
N 
kromofcr-
kötés 
"csuklö'-régió Q 
dimerizáció 1 
regulátor dómén 
(Q-box) 
dimerizáció 2 
C C 
2.1. ábra. A fitokróm foto-
receptorok vázlatos szerkezete. 
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receptormolekula-típusok abszorbciós spektruma annak ellenére, hogy azonos 
kromofórcsoportot kötnek. Az N-terminálls részt egy proteáz-emésztésre különösen 
érzékeny, „csukló-régiónak" nevezett szakasz köti össze a C-terminális szakasszal. Ez 
utóbbi régió tartalmazza az ún. regulátor domént (Q-box, Quail és mtsai, 1995), 
amelynek fontos szerepe van a receptortól kiinduló jel kialakításában és továbbításában. 
A doménen belül bizonyos aminosavak cseréje inaktív receptort eredményez annak 
ellenére, hogy a molekula fényabszorbciós képessége nem sérül. A regulátor dómén 
aminosav-szekvenciája konzervált, kis variabilitást mutat a különböző fitokrómok között. 
A C-terminális szakasz másik fontos része a két dimerizációs dómén; azok a 
proteinszakaszok, amelyeken keresztül két azonos típusú receptor fehérje/fehérje 
kölcsönhatás révén kapcsolódik egymással, homodimert alkotva. A fitokróm receptorok 
csak dimer állapotban látják el feladatukat. 
A fény elnyelése tehát az N-terminális szakaszon történik, majd a jel a C-
terminális régióra továbbítódik és a regulátor doménen keresztül tevődik át a jelátviteli 
lánc következő tagjára. De vajon milyen módon mennek végbe ezek a folyamatok, és 
milyen molekuláris mechanizmusok teszik lehetővé, hogy a fitokrómok egy bonyolult 
jelétviteli rendszer első tagjaként, fotoreceptoraként működhessenek? 
Régóta ismeretes, hogy a fitokrómok két, spektroszkópiai és biokémiai 
szempontból is különböző formában léteznek (2.2. ábra, Scháfer és mtsai, 1972; Song, 
1999). A fotoreceptor vörös fényt ( A , m a x = 660 nm) abszorbeáló, biológiailag inaktív 
formában (Pr) szintetizálódik a növényi sejtekben. Foton-abszorbciót követően a 
molekula konformációváltozáson megy át és távoli vörös fényt (Xmax = 730 nm) 
abszorbeáló, biológiailag aktív formává (Pfr) alakul, amely távoli vörös besugárzással 
visszaalakítható az inaktív Pr formává. Ezt a jelenséget nevezzük a fitokrómok 
fotokonverziójának, amelynek révén ezek a fotoreceptorok egyfajta molekuláris 
kapcsolóként működnek, amelyeket vörös ill. távoli vörös fénnyel lehet be-, ill. 
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kikapcsolni. A fényindukált konformációváltozás jelenleg ismert molekuláris részletei a 
következők. 
c c 
kromofór 
660 nm 
730 nm 
G regulátor dómén •dimerizációs dómén 
2.2. ábra. A fitokrómok fényindukált konformációváltozása. 
Pr formában az N-terminális rész a kromofórt mintegy hidrofób „zsebbe" zárva 
visszahajlik, random szerkezetű első szakasza (mintegy 60 aminosav) takarja a C-
terminális rész regulátor doménját. 
Vörös fény elnyelése után a kromofór izomerizálódik, az N-terminális rész 
konformációváltozása miatt kikerül a hidrofób zsebből és kapcsolatba lép annak első 
szakaszával, egyfajta protein/kromofór/protein szendvics-szerkezetet alkotva. Ez a már 
említett kb. 60 aminosavnyi variábilis fehérjerész a-helix struktúrát vesz fel a korábbi 
random szerkezet helyett; a kromofórral történő kölcsönhatás stabilizálja ezt az új 
állapotot. További fontos részlet a Pr ¡II. a P fr formák foszforiláltsági állapotában in vivo 
megfigyelhető különbség. A zab fitokróm A N-terminális részében 10 szerin aminosav 
található, mint a foszforiláció potenciális helyei. Ezek közül a Ser-7 (a 7. aminosav az 
NH2 végtől) Pr és P fr állapotban is foszforilált, míg a Ser-598 (a csukló-régióban 
található) csak a P fr formában. Még nem bizonyított tény, de nagyon valószínű, hogy a 
Pfr-specifikus Ser-598 foszforiláció a fotokonverzió és a fitokróm-hatás egyik molekuláris 
kulcslépése. így fontos szerepet játszhat abban, hogy a C-terminális szakasz regulátor 
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doménjének takarása megszűnjék a Pfr állapotban, ezáltal szabaddá válva a megfelelő 
kölcsönható partnerek, fehérjefaktorok számára. Ez pedig már a fitokróm receptortól 
kiinduló jelátviteli lánc első eseménye lehet (Song, 1999). 
A Pfr állapot három módon szűnhet meg: (1) fotokonverzióval visszaalakul Pr 
formává; (2) sötét-reverzióval szintén Pr formává alakul; (3) degradációval (ubiquitin 
lebomlási út) eliminálódik a rendszerből. A sötét-reverzió pontos folyamata ismeretlen, 
az viszont bizonyított tény, hogy a fitokrómok Pfr formájának bizonyos hányada fény 
hiányában is képes visszaalakulni Pr formává, amely vörös besugárzással azután újra Pfr 
állapotba hozható. A fitokrómok Pr formája általában stabilabb, mint a Pfr forma, habár 
ezt még csak a fitokróm A esetében határozták meg pontosan. A Pr forma fél-életideje 
100-200 órának, míg a Pfr formáé csak 1-2 órának adódott. A fitokróm B Pfr formájának 
felezési ideje 5-8 óra, a Pr forma stabilitását még nem határozták meg (Quail és mtsai, 
1973, Heim és mtsai, 1981). 
A fotokonverzió egyensúlyi folyamat, amelynek állapota - egy adott fitokrómra 
vonatkoztatva - a Pfr/Pr formák mennyiségének arányával jellemezhető. Ez az érték 
elsősorban a besugárzó fény hullámhosszától és intenzitásától függ. Azonos 
paraméterekkel történő megvilágítás ugyanakkor más-más Pfr/Pr arányt alakít ki a 
különböző fitokrómok esetében. Természetes körülmények között is a különböző típusú 
(A-E) fitokrómok egymástól eltérő Pfr/Pr arányt alakítanak ki, amely jellemző az adott 
fényviszonyokra (közvetlen/szórt/áteső fény). 
A rendszer működése ezek alapján úgy képzelhető el, hogy egy adott körülmény, 
pl. árnyék, a különböző típusú fitokrómokat eltérő arányban alakítja Pfr állapotba, ez egy 
jól meghatározott géncsoport működését változtatja meg, ami végezetül az árnyék-
elkerülési reakcióban nyilvánul meg. Ha a növény közvetlen napfényre kerül, a Pfr/Pr 
arány megváltozik az egyes receptor-típusok esetében, ez pedig a génműködés ismételt 
módosításán át úgy szervezi át a növény anyagcseréjét és növekedését, hogy a lehető 
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legjobb hatásfokkal tudja felhasználni legfontosabb erőforrását, a fényt. 
Az eddigiekből már következik a klasszikus fitokróm-válasz néhány 
jellegzetessége: (1) a vörös ill. a távoli vörös fény ellentétes hatású egy adott 
folyamatra; (2) váltakozó vörös/távoli vörös kezelés esetén az utolsó besugárzás hatása 
érvényesül. A fenti megállapítások igazak valamennyi fitokróm receptor működésére, a 
PHYA kivételével. A PHYA receptor Pr és Pfr formájának abszorbciós spektruma a távoli-
vörös tartományban átfed, ami azt jelenti, hogy a Pr formából távoli vörös besugárzás 
hatására is képződik bizonyos mennyiségű Pu forma, valamint, hogy a PHYA Pfr 
molekulákat távoli vörös fénnyel sem lehet teljes mértékben visszaalakítani Pr formába. 
Sőt, kiderült, hogy a PHYA receptorok csaknem a teljes látható tartományban, a kéktől a 
távoli-vörösig képesek fényelnyelésre, bár igaz, hogy az abszorbciós maximum a vörös 
tartományba esik. Ez azt jelenti, hogy gyakorlatilag bármilyen (látható) 
hullámhosszúságú fénnyel besugározva a PHYA Pr molekulákat, azok egy bizonyos 
része Pfr állapotba kerül. A PHYA receptor által szabályozott folyamatok már nagyon kis 
mennyiségű Pfr megjelenésére megindulnak, így ezeket nagyon kis intenzitású fénnyel is 
ki lehet váltani, valamint, az előzőek alapján, az indukciót nem lehet távoli-vörös 
besugárzással gátolni. Ezt a fényválaszt nevezzük VLF (very low fluence) válasznak. A 
PHYB receptorok által közvetített válaszok kiváltásához kis intenzitású vörös fény 
szükséges, és az induktív hatás távoli-vörös fénnyel gátolható. Ezek az ún. LF (jow 
fluence) fényválaszok. A többi fitokróm-típus által szabályozott folyamatok fényintenzitás-
¡II. Pfr-igénye, valamint megfordíthatósága még nem teljesen meghatározott, de 
valószínűleg a B típushoz állnak közelebb ebben a tekintetben (Furuya és Schäfer, 
1996). A „kis intenzitás" és a „nagyon kis intenzitás" meghatározások mesterségesek; 
viszonyítást jelentenek, a természetes fehér fény intenzitásával történő összehasonlítás 
alapján keletkeztek. Mindezeknek a jelenségeknek ugyanakkor fontos élettani 
jelentőségük van. A PHYA receptor főként az egyedfejlődés kezdetén, a csírázás idején 
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és a fiatal csíranövényekben irányítja a növekedést, fejlődést. Fontos, hogy a csírázás 
akkor induljon meg, amikor a mag olyan távolságra van a talaj felszínétől, hogy a 
csíranövénynek esélye van elérni a felszínt, mielőtt még tartalék tápanyagai 
kimerülnének. Ehhez pedig nagyon alacsony intenzitású fényt kell érzékelnie (PHYA, 
VLF válasz). Viszont, miután a növény kiemelkedett a földből, teljesen más 
fényviszonyok közé kerül, magasabb intenzitás-tartományban kell érzékelnie a 
fényváltozásokat, pl. különbséget kell tennie árnyék és közvetlen napfény között (PHYB, 
LF válasz), ahol a VLF jelátviteli út már telítődne. 
A fitokróm rendszerrel foglalkozó kutatások már évtizedek óta keresik a választ 
azokra a kérdésekre, hogy tulajdonképpen mi a fotoreceptortól kiinduló jel sorsa, milyen 
jelátviteli utakon továbbítódik; milyen elemekből épülnek fel ezek az utak; hogyan tevődik 
át az indukció/represszió a sejtmagban működő fényreguláit génekre, és így tovább. A 
2.3. ábrán vázolt hipotetikus séma volt az első elképzelés a fitokróm rendszer 
működéséről. A hipotézis felállításakor valójában csak a fotoreceptorok szerepe volt 
tisztázott, valamint ismeretes volt néhány gén ill. élettani folyamat, amelyek működését 
ill. megjelenését bizonyítottan a fitokróm receptorok szabályozzák. A rendszer e két 
végpontját, a bemenetet és a kimenetet összekötő reakcióút részletei azonban 
ismeretlenek voltak. 
voros 
fény 
V 
Pr Pfr 
jelátviteli 
lánc 
CÉL-GÉN élettani válasz 
távoli-vörös 
fény 
TRANSZKRIPCIÓ-SZINTŰ 
REGULÁCIÓ 
2.3. ábra. A fitokróm rendszer működésének kezdeti modellje. 
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Általánosan elfogadott feltételezés volt ugyanakkor, hogy a jelátviteli utak 
felépítése és működése meglehetősen konzervált a különböző organizmusok között. 
Ezért a fitokróm rendszer felderítésének fő stratégiájává az vált, hogy megpróbálták 
igazolni más szervezetekben már leírt szignálátviteli utak komponenseinek meglétét a 
növényi sejtekben, valamint bizonyítani e komponensek szerepét a fitokróm-közvetítette 
fényreakciókban. 
A kezdeti kísérleti eredmények jól megfeleltek e hipotézisnek, és úgy tűnt, 
belátható időn belül sikerül felderíteni az ismeretlen részeket, kitölteni a "fekete 
dobozokat" és megalkotni a rendszer működését részletesen leíró folyamatábrát. 
Immun-biokémiai vizsgálatok arra engedtek következtetni, hogy a fitokrómok (a 
kísérletekben PHYA molekulákat vizsgáltak) mindkét formája (Pr és Pfr) a citoplazmában 
található (Pratt, 1994). Etiolált csíranövények sejtjeinek citoplazmájában megvilágítás 
hatására az addig Pr formájú PHYA molekulák Pfr állapotba kerültek, majd néhány 
percen belül összecsapódtak, kiterjedt molekula-aggregátumokat (SAP, sequestered 
areas of phytochrome) alkotva. Hogy ez az aggregáció a fotoreceptor működéséhez 
tartozó jelenség, vagy a degradáció látványos megnyilvánulása, még eldöntésre vár. 
Szintén a fitokrómok citoplazmatikus lokalizációját erősítették meg Neuhaus és 
munkatársainak vizsgálatai - indirekt módon (Neuhaus és mtsai, 1993). A kísérletekben 
a paradicsom ún. aurea mutánsát használták. A mutáció a fitokrómok kromofór 
csoportját szintetizáló reakcióút egyik enzimét kódoló gén funkció-kiesését okozza, ezért 
a kromofór egyik prekurzora, a biliverdin, felhalmozódik a növényekben, aranyló, sárgás 
színt okozva (aurea). Mivel a fotoreceptorok a kromofór hiányában nem "látják" a fényt, 
ez a mutáns gyakorlatilag teljesen fitokróm-hiányosnak tekinthető. A mutáns 
csíranövények egyedi sejtjeibe olyan vegyületeket injektáltak, amelyek jelátvitelben 
betöltött szerepe más organizmusok esetében jól ismert. Az injektálás után 48 órával 
megvizsgálták a kezelt sejteket, fitokróm-specifikus választ keresve. Ezt követően az 
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indukciót kiváltó egyik vegyülettel együtt megfelelő inhibitort is bejuttattak a sejtekbe, 
amely a többi induktív vegyületek egyikének hatását gátolja specifikus módon. így az 
egyes komponensek sorrendjét is megállapíthatták, mivel, ha a gátolt komponens az 
aktuálisan injektált komponens alatt helyezkedik el a jelátviteli hierarchiában, nem 
kapunk aktiválást; míg, ha felette foglal helyet, a gátlószer ellenére is kapunk választ. E 
nagyszabású munka eredményeként a következő kép alakult ki (2.4. ábra). 
cGMP-
PHY Pfr • 
•Ca2+—»-Ca2+/CaM-
•CHS (antocián bioszintézis) 
funkcionális kloroplasztiszok 
kialakulása 
•CAB, RUBISCO 
2.4. ábra. Fitokróm jelátviteli modell: a G-proteinek szerepe a fényindukált 
génkifejeződésben. 
A receptorról a jel egy membránkötött heterotrimerikus G-proteinre tevődik át, 
majd a lánc két ágra szakad. Az egyik ág a ciklikus GMP szint szabályozásán keresztül 
többek között a kalkon-szintáz {CHS) gén expresszióját serkenti (e gén terméke az 
antocián színanyagok szintézisének egyik kulcsenzime). A másik ág a Ca2+ /kalmodulin 
szint változtatásán át egyes, a kloroplasztiszok felépítésében szerepet játszó fehérjék 
szintézisét irányítja (CAB, RBCS). Ugyanakkor funkcionális kloroplasztiszok 
kialakulásához mindkét út együttes aktivációja szükséges (Bowler és mtsai, 1994a). 
Kimutatták továbbá, hogy a két jelátviteli ág között negatív reciprok szabályozás 
érvényesül (Bowler és mtsai, 1994b). Ez azt jelenti, hogy ha például a cGMP ág 
hiperaktív (eredmény: nagyon magas szintű kalkon-szintáz szintézis), ez csökkenti a 
Ca27kalmodul in ág aktivitását (eredmény: alacsonyabb szintű CAB kifejeződés). Noha a 
kísérleti eredmények nagyon ígéretesek voltak, mind a mai napig nem sikerült e 
rendszer további elemeit: fehérjéket, azok kölcsönható partnereit, a proteineket kódoló 
géneket azonosítani. További problémaként merült fel e kísérletek értelmezése során, 
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hogy a megfelelő vegyületek injektálása után a válaszreakció csak 48 óra múltán jelent 
meg. Ezzel szemben a fitokróm-indukált génexpresszió néhány (2-4) órán belül 
detektálható. Valószínűleg ezek a szempontok is szerepet játszottak abban, hogy a 
kutatók egyéb megközelítéseket választottak a fitokróm-mediált jelátvitel felderítésére. 
A 90-es évek elején a különböző szervezetek szignál-proteinjein végzett 
számítógépes szekvenciaelemzések meglepő felfedezést hoztak. Kiderült, hogy a 
fitokrómok C-terminális részének regulátor doménje figyelemre méltó hasonlóságot 
mutat a bakteriális két-komponensü jelátviteli rendszerek transzmitter egységének 
hisztidin kináz moduljával (Schneider-Poetsch és mtsai, 1991). Egy tipikus bakteriális 
jelzőrendszer két, egymást felismerő protein komponensből épül fel : a szenzorból, 
amely az adott környezeti szignált (pl. fényt) fogja fel; és az ún. válasz-regulátorból, 
amely a szenzor által felfogott jelet továbbítja, megváltoztatva bizonyos gének 
működését, ami végső soron az adott környezeti szignálra adott adekvát választ 
eredményezi. Mindkét protein komponensben két-két jól elkülöníthető domént vagy 
modult találunk. A szenzor komponens N-terminális szakasza a szorosabb értelemben 
vett érzékelő egység, amely a környezeti jelet felfogja, míg C-terminális része egyfajta 
transzmitterként működik, amelyet az érzékelő modul aktivál. A transzmitter kináz 
aktivitással bír: autofoszforilál egy konzervált helyezetű hisztidin aminosavat magán a 
transzmitter modulon. A válasz-regulátor komponens N-terminális része fogadó 
módúként működik: az autofoszforilált transzmitter a foszfát-csoportot a hisztidin 
aminosavról a válasz-regulátor komponens fogadó moduljának egyik aszpartát 
aminosavára továbbítja. A szenzor által érzékelt jel így kerül a válasz-regulátor 
komponensre. Ez utóbbi komponens C-terminális szakaszán található az a kimeneti 
modul, amely közvetve vagy közvetlenül szabályozza a célgének működését (Parkinson 
és Kofoid, 1992). 
A szenzor komponens érzékelő modulja, valamint a válasz-regulátor kimeneti 
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modulja specifikus az adott stimulusra illetve a megfelelő célgénekre, ennek megfelelően 
rendkívül sokféle lehet. A transzmitter és fogadó modulok viszont hasonlóak a különböző 
két-komponensű rendszerekben, mivel ugyanazt a biokémiai mechanizmust hasznáják a 
jel továbbítására. Ugyanakkor egy adott transzmitter csak a neki megfelelő fogadó 
modullal képes kölcsönhatni. így valósul meg egy bizonyos környezeti szignálra adott 
válasz specifikussága annak ellenére, hogy a különböző válaszreakciók kialakításában 
ugyanaz a hisztidin/aszpartát kináz rendszer játszik központi szerepet. A szekvencia-
hasonlóság a fitokrómok C-terminális szakasza (főként a regulátor dómén) és a 
bakteriális szenzormolekula transzmitter modulja között fedezhető fel. Kis fantáziával a 
fitokrómok valóban elképzelhetők egy két-komponensű jelzőrendszer szenzor tagjaként: 
a kromofór-kötő N-terminális dómén mint érzékelő modul, a C-terminális dómén mint 
transzmitter szerepelhetne ebben az összehasonlításban. E felvetés nyomán több 
kutatócsoport kezdett kísérletekbe, amelyekkel a fitokrómok kináz aktivitását kívánták 
igazolni, illetve azonosítani a foszforiláció lehetséges célpontjaként szolgáló proteineket. 
Időközben újabb adat látott napvilágot, amely támogatta a fitokróm/kináz 
elméletet: felfedezték a prokarióta fitokrómot. Ismertté vált, hogy a Synechocystis fajok 
(a kékalgákhoz tartozó prokarióta szervezetek) rendelkeznek egy olyan fehérjével, 
amelynek N-terminális része meglepő hasonlóságot mutat a fitokrómok kromofórt 
hordozó részével, C-terminális szakasza pedig egyforma hasonlóságot mutat mind a 
fitokrómok C-terminális doménjével, mind a bakteriális szenzorok transzmitter moduljával 
(2.5. ábra). Kimutatták, hogy ez a prokarióta szignálfehérje (CPH1) képes autoligálni a 
magasabbrendű növények fitokróm-kromofórját, sőt ezután mutatja a fitokrómokra oly 
jellemző reverzibilis fotokonverziót is, vagyis a fitokrómok prokarióta megfelelőjének 
tekinthető. A C-terminális kináz modul is funkcionális: in vitro képes autofoszforilálni egy 
hisztidin aminosavat, majd továbbítani a foszfát-csoportot egy másik fehérje aszpartát 
aminosavára. Mindkét típusú foszforiláció mértéke nagyobb volt a molekula Pr 
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formájában, vagyis a kináz aktivitást a fény szabályozza. Ezek alapján a prokarióta 
f i tokróm fényreguláit protein kinázként működik (Yeh és mtsai, 1997). Részletesebb 
szekvencia-analízis során kiderült, hogy a bakteriális fitokróm kináz doménje duplikálva 
található meg a növényi fitorómok C-terminális részében. Az első kópia a már korábban 
is említett regulátor dómén szakaszára esik, amely a fitokrómok biológiai aktivitása 
szempontjából létfontosságú. Ugyanez a proteinszakasz megfelel a más fehérjéken 
felfedezett PAS doménnek is, amely motívum bizonyítottan szerepet játszik 
fehérje/fehérje kölcsönhatások kialakításában. Összegezve: a fitokróm fotoreceptorok 
prokarióta megfelelőjének tanulmányozásából nyert adatok tovább erősítették a 
fitokróm/kináz hipotézist. 
2.5. ábra. A fitokróm receptorok nagyfokú hasonlóságot mutatnak a 
cianobakteriális CPH1 fényreguláit kináz proteinhez. 
A CPH1 fehérje a fényindukált génkifejezödés szabályozásában szerepet játszó 
két-komponensü jelátviteli rendszer szenzor komponenseként működik 
kékalgákban. Funkciója alapján a fitokrómok bakteriális megfelelőjének tekinthető. 
A magasabbrendü növények fitokróm fehérjéi számottevő strukturális 
(aminosavszekvencia) és funkcionális (fényérzékelés, intramolekulárls 
jeltovábbítás, kináz aktivitás) hasonlóságot mutatnak a CPH1 proteinnel. 
Feltüntettük a két fehérjében azonos (zárójelben a hasonló) aminosavak 
százalékos arányát. Q: Q-box (regulátor dómén = PAS dómén = kináz dómén). 
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Ezt a hipotézist egy évvel később sikerült bizonyítani. Ekkor mutatták ki először, 
hogy a zab PHYA receptor in vivo és in vitro autofoszforilálódik, valamint in vitro képes 
foszforilálni más, feltehetően nem adekvát szubsztrátokat is, mint pl. a hiszton H1 
fehérjét vagy mesterséges polipeptideket. Az autofoszforiláció szerin aminosavat érint, 
míg az egyéb szubsztrátokon a PHYA szerin vagy treonin aminosavakat foszforilál, 
szemben a kékalga fitokróm működésével (hisztidin/aszpartát). További különség a két 
molekula között, hogy az autofoszforiláció a zab fitokróm esetében a Pfr formában 
nagyobb fokú, míg a kékalga fitokróm esetében a Pr formában. Az egyéb, nem adekvát 
szubsztrátok transz-foszforilációja nem mutatott fényfüggést (Yeh és Lagarias, 1998). 
Annak kiderítéséhez, hogy a fitokrómok Pr vagy Pfr formája rendelkezik nagyobb 
"transz"-kináz aktivitással, szükségesnek tűnt a fitokrómok valós szubsztrátjainak 
azonosítása. Hasznos ez a megközelítési mód a jelátviteli rendszer felderítése 
szempontjából is, mivel lehetőséget ad a hierarchiában a fitokróm utáni/alatti elemek 
megismerésére. A kináz reakció során a fitokrómnak fizikai kapcsolatba kell lépnie 
szubsztrátjával, ezért az élesztő két-hibrid módszerrel olyan fehérjéket kerestek, 
amelyek képesek kapcsolódni a fitokrómok C-terminális részén a szekvencia-hasonlóság 
alapján feltérképezett két kináz doménhez. 
E kísérletek révén sikerült azonosítani a fitokróm-kinázok első valós szubsztrátját, 
a PKS1 (ghytochrome kinase substrate 1) proteint, illetve a megfelelő gént. A PKS1 
fehérje in vitro képes kapcsolódni a PHYA és PHYB receptorok C-terminális 
szakaszához azok Pr/Pfr állapotától függetlenül. Ugyanakkor igazolták, hogy a zab PHYA 
in vitro foszforilálja a PKS1 fehérjét, Pfr állapotban nagyobb mértékben. Kimutatták 
továbbá, hogy a PKS1 in vivo is foszforilálódik, mégpedig vörös fényben nagyobb 
hatásfokkal; vagyis fitokróm-függő módon. A PKS1 túltermeltetése Arabidopsisban 
csökkentette a PHYB-specifikus fényválaszok hatékonyságát, ezért feltételezik, hogy a 
protein a PHYB szignálátviteli út egyik negatív komponense. A PKS1 gén antiszensz 
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orientációban történő kifejeztetése (az endogén PKS1 mRNS szint csökkentése) nem 
nyilvánult meg a fenotípus szintjén, aminek oka valószínűleg a funkcionális redundancia, 
vagyis létezhetnek még egyéb fehérjék is, amelyek a PKS1-hez hasonló szabályozó 
feladatot látnak el. A PKS1-GFP fúziós fehérje a fényviszonyoktól függetlenül a 
citoplazmában található, így valószínűleg a fitokrómokkal történő kölcsönhatásra is a 
citoplazmában kerül sor. A PKS1 protein pontos funkciójának felderítése még várat 
magára, az eddigi adatok alapján azonban már nyilvánvaló, hogy a fitokrómok valós 
szubsztrátja, és fontos szerepet játszik a fitokróm (elsősorban PHYB) közvetítette 
jelátvitelben. Az általa végzett szabályozás kulcslépése valószínűleg foszforiláltsági 
állapotának módosulása fitokróm-függő módon (Fankhauser és mtsai, 1999.) 
Régóta ismert jelenség a kriptokróm és a fitokróm rendszerek közti funkcionális 
kapcsolat. PHYA és PHYB hiányos Arabidopsis mutánsokban bizonyos kriptokróm-
specifikus reakciók (pl. a hipokotil megnyúlásának gátlása kék fényben) érzékenysége 
jelentősen csökken. A kriptokróm-hiányos mutánsokból azonban, amelyek fitokróm 
készletük szempontjából vad típusúak, teljesen hiányoznak ezek a válaszok. Ezek 
szerint a két rendszer egymással kölcsönhatva szabályoz bizonyos kék fény-indukált 
folyamatokat, valamint a fitokrómok szerepe ezen a téren egyedül a kriptokrómok 
aktivitásának fokozása (Neff és Chory, 1998). Nemrég igazolták, hogy a PHYA in vitro 
foszforilálja a CRY1 és CRY2 receptorokat, valamint, hogy a CRY1 receptor in vivo is 
foszforilálódik, vörös fényben nagyobb hatásfokkal (Ahmad és mtsai, 1998). E 
megfigyelések egyrészt magyarázatot kínálnak a két fotoreceptor rendszer 
kölcsönhatásának mikéntjére, másrészt a kriptokrómokat, mint a fitokróm-kinázok 
lehetséges szubsztrátjait jelölik meg. 
Az eddigiekben láthattuk, milyen módon aktivizálódnak a fitokróm receptorok, 
milyen lehetséges utakon indulhat el a receptor által létrehozott jel - mindezek 
citoplazmában zajló folyamatok. Ugyanakkor bizonyított tény, hogy számos sejmagi gén 
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kifejeződését a fitokróm rendszer szabályozza. Léteznie kell tehát egy olyan 
mechanizmusnak, amely a fitokrómoktól kiinduló jelátviteli kaszkád citoplazmatikus 
szakaszának utolsó tagjaként az aktiváló/inaktiváló jelet a sejtmagba, bizonyos gének 
promóterei felé közvetíti, így módosítva ezen gének működését. Eukariota 
szervezetekben ezt a funkciót legtöbbször a transzkripciós (vagy transz-aktív) faktorok 
töltik be. A sejtmembrán-kötött vagy citoplazmatikus receptorról érkező jel valamilyen 
módon (sokszor foszforilácó/defoszforilácó útján) indukálja az addig citoplazmában 
található transzkripciós faktorok sejtmagi importját. A sejtmagban e faktorok specifikusan 
kapcsolódnak a megfelelő gének promóterében az ún. cisz-aktív DNS elemekhez. A 
kölcsönhatás eredménye a gének transzkripciójának serkentése vagy gátlása. 
Az elmúlt évek kísérleti eredményei több bizonyítékot is feltártak arra 
vonatkozóan, hogy ez a mechanizmus fontos szerepet játszik a fitokróm közvetítette 
fényreguláit növényi génkifejeződés szabályozásában is (Terzaghi és Cashmore, 1995; 
Fankhauserés Chory, 1997). 
Az egyik legismertebb és legáltalánosabb növényi cisz-aktív DNS elem az ún. G-
box. Megtalálható számos indukálható gén promóterében, így többek között a 
fényindukált promótereknek is egyik közös regulátor eleme. A G-boxhoz specifikusan 
kapcsolódó transzkripciós faktorok a különbözőségek mellett több hasonló 
szerkezeti/funkcionális vonást is mutatnak, ezért e faktorok csoportját a GBF (G-box 
binding transcription factor) gyűjtőnévvel is jelölik. Kimutatták, hogy néhány (fényreguláit 
gének működését szabályozó) GBF fényfüggő módon vándorol a citoplazma és a 
sejtmag között. A fényindukált sejtmagi transzlokáció egyik kulcslépésének a GBF-ok 
fényfüggő foszforilációja bizonyult (Harter és mtsai, 1994). A növényi transzkripciós 
faktorok egy másik fontos csoportját alkotják a CPRF-ok (common Eiomoter-binding 
transcription factor). E csoport egyik tagja, a CPRF2, sötétben a sejtek citoplazmájában 
található, vörös fény hatására viszont a sejtmagba vándorol. A vörös fény induktív 
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hatása távoli vörös fénnyel gátolható, vagyis a folyamat a klasszikus fitokróm-válaszok 
jellegzetességeit mutatja. A foszforiláció ez esetben is fontos szerepet játszik a 
transzkripciós faktor sejtmagi importjában (Kircher és mtsai, 1999). Míg a fitokrómok 
szerepe a fent említett transzportfolyamatok indukciójában bizonyított, további 
vizsgálatok szükségesek annak eldöntésére, hogy az érintett faktorok foszforilációját 
közvetlenül vagy közvetve szabályozzák e fotoreceptorok. 
A fitokrómtól kiinduló jelátviteli út végső lépése (legalább is molekuláris szinten) 
tehát transzkripciós faktorok specifikus kapcsolódása a fitokróm-regulált gének 
promótereinek cisz-aktív elemeihez. Mivel a kritériumok, amelyek alapján egy adott gén 
működésének szabályozása a fitokróm-rendszerhez kapcsolható, meglehetősen 
egyértelműek, napjainkra számos gén vált ismertté, amelyek kifejeződésében ez a 
fotoreceptor játszik szerepet. Több gén promóterében is azonosították azokat a cisz-
aktív DNS motívumokat, amelyek szükségesek és elégségesek a fényreguláció 
átviteléhez. Kiderült, hogy a megfelelő szintű és megfelelő módon reguláit expresszióhoz 
csaknem minden esetben több cisz-aktív elem jelenléte szükséges,amelyekhez 
különböző transzkripciós faktorok kapcsolódnak és működnek kooperatív módon. A 
valóságban tehát nem egyetlen cisz-aktív elem/transzkripciós faktor egység továbbítja a 
jelet a transzkripció szintjére, hanem elemek és faktorok bonyolult komplexei. E 
komplexek megismerését nagyban nehezíti, hogy a bennük szereplő fehérje-faktorokat 
nagy géncsaládok kódolják, az egyes tagok közt nagymértékű a hasonlóság mind 
szerkezeti, mind funkcionális értelemben. Egy adott faktor mutáció révén történő 
elvesztése sokszor nem nyilvánul meg a fényreguláció megszűnésében, mivel szerepét 
egy rokon faktor részlegesen vagy akár teljesen átveheti. További nehézség, hogy 
bizonyos faktorok nem rendelkeznek DNS-kötő tulajdonsággal, hanem fehérje/fehérje 
kölcsönhatások révén kapcsolódnak a kialakuló transzkripciós komplexhez, amelyben 
azután esszenciális szerepet töltenek be. A legtöbb módszer viszont, amelyet a 
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transzkripciós komplexek tanulmányozására alkalmaznak, a DNS/fehérje 
kölcsönhatásokra épít. Az említett okok miatt még napjainkban is szinte reménytelennek 
tűnik annak meghatározása, hogy egy adott gén fényreguláit kifejeződéséért a 
transzkripciós faktoroknak pontosan milyen kombinációja felelős (Fankhauser és Chory, 
1997). 
A fitokróm-aktivációt követő sejtmagi történéseket más szempontéi is 
megvilágította néhány érdekes fotomorfogenikus mutáns analízise. A foto- és 
szkotomorfogenezis hátterében húzódó molekuláris szintű események megismerésére -
amelyek a fényviszonyoktól függően végül is eldöntik, hogy a növény melyik fejlődési 
úton haladjon - a mutánsok izolálása és analízise hasznos eszköznek bizonyult. 
Mutagenizált Arabidopsis növények tömegét vizsgálták át két fő szempont szerint: (1) 
kiválasztották azokat az egyedeket, amelyek fényben nevelve olyan megjelenésűek 
voltak, mintha sötétben nőttek volna, illetve (2) kiválasztották azokat a növényeket, 
amelyek sötétben fejlődve hasonló fenotípust mutattak, mint a fényben nevelt kontroll 
egyedek. Az első csoportba tartozó mutánsokban olyan gének sérültek, amelyek 
termékei a fotomorfogenezis pozitív elemei, és valamilyen módon szükségesek ahhoz, 
hogy az információt hordozó fény-szignál elérje a fényreguláit géneket. Ezek között 
sikerült azonosítani több fotoreceptor génjét, a fitokrómok kromofórját szintetizáló 
enzimek egyikének génjét, valamint a fényreguláció szempontjából alapvető fontosságú 
transzkripciós faktorok génjeit is (Koornneef és mtsai, 1980). A második csoport 
mutánsainak tanulmányozása vezetett a COP (constitutive ghotomorphogenesis), a DET 
(de-etiolated) és a FUS (fusca) gének felfedezéséhez (Deng és mtsai, 1992). E gének 
termékeinek pontos funkcióját kezdetben még homály fedte, de a mutációk jellegéből 
valószínűsíthető volt, hogy a fotomorfogenezis negatív elemeiként, represszoraiként 
működnek. Más szóval a növények alapvető fejlődési útja a fotomorfogenezis, amelyet 
azonban sötétben a COP, DET és FUS fehérjék felfüggesztenek, a szkotomorfogenezis 
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útjára terelve a folyamatot. E folyamat megfordítható, vagyis fény hatására, amelyet a 
fotoreceptorok közvetítenek, a represszió megszűnik. A represszió/derepresszió a 
morfológiai jegyek mellett jól nyomonkövethető molekuláris szinten is a fényindukált 
gének aktivitásának csökkenésében/emelkedésében. Jelenleg 11, a COP/DET/FUS 
csoportba tartozó gént ismerünk. Az általuk kódolt fehérjék konstitutív módon a 
sejtmagban találhatók, a COP1 protein kivételével. Ez utóbbi protein sejten belüli 
elhelyezkedése fényfüggő módon változik: sötétben a sejtmagban, fényben a 
citoplazmában található. A COP1 fehérje funkciójára és a fotomorfogenezisben betöltött 
szerepére csak a közelmúltban derült fény (Osterlund és mtsai, 2000). Kimutatták, hogy 
sötétben a COP1 kölcsönhatásba lép a HY5 transzkripciós faktorral, amelyet poli-
ubiqutin peptidek kapcsolásával megjelölve felismerhetővé tesz az ubiquitin-függő 
proteolízis számára. A HY5 a GBF családhoz tartozó, de konstitutívan a sejtmagban 
található transzkripciós faktor, amely esszenciális szerepet játszik számos fényreguláit 
gén működésének szabályozásában. A hy5 mutáns növények hosszú hipokotillal 
rendelkeznek állandó fényben, annak hullámhosszától függetlenül. Ez arra utal, hogy a 
HY5 a különböző fotoreceptoroktól kiinduló jelátviteli láncok találkozási pontja után foglal 
helyet a fotomorfogenezis kiváltásához vezető fényaktivált szignálátviteli útban, 
valószínűleg annak utolsó tagjai között. Ugyanakkor a fényben nevelt hy5 növények nem 
teljesen etiolált fenotípusúak (egyértelműen különböznek a sötétben nevelt egyedektől), 
ami egyéb, a HY5-hoz hasonló funkciójú transzkripciós faktorok létét tételezi fel. A COP1 
szerepe abban áll, hogy sötétben elősegíti a HY5 (és valószínűleg a HY5-szerű) 
transzkripciós faktorok degradációját a sejtmagban, ami végső soron a fényindukált 
gének működésének gátlásához vezet. Fényben a COP1 fehérje a citoplazmába 
vándorol, hiányában a HY5-szerű faktorok szintje emelkedik a sejtmagban, ami az 
általuk szabályozott gének aktivációját eredményezi (Hardtke és mtsai, 2000a). A 
COP/DET/FUS csoportba tartozó további fehérjék közül 8 az ún. COP9 szignaloszóma 8 
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alegységből felépülő komplexét alkotja. A COP9 komplex feltételezések szerint a 
sejtmagban található 26S proteoszóma részét képezi, így szerepe lehet a korábban a 
COP1 közreműködésével ubiquitinált HY5 és egyéb transzkripciós faktorok tényleges 
lebontásában. Ezek alapján a szignaloszóma alegység-géneket érintő mutációk de-
etiolált fenotípusának egyszerű magyarázata lehetne, hogy a COP9 komplex valamely 
alegysége hiányában nem képes ellátni funkcióját, ezért a HY5 sötétben sem bomlik le, 
hanem felszaporodik a sejtmagban és konstitutívan aktiválja a fotomorfogenezis 
megindításában szerepet játszó géneket. Kiderült viszont, hogy a 8 alegység-mutáns 
mindegyikében a COP1 állandóan (a fényviszonyoktól függetlenül) a sejtek 
citoplazmájában található. Mivel a COP1 hiánya a sejtmagban funkcionális COP9 
komplex jelenléte mellett is de-etiolált fenotípust okoz (pl. a copl mutánsban), valószínű, 
hogy az alegység-mutánsok de-etiolált fenotípusa elsődlegesen a COP1 abnormális 
sejten belüli lokalizációjának következménye. Jelenlegi ismereteink még nem adnak 
választ arra kérdésre, hogy a funkcionális COP9 szignaloszóma hiánya miképpen képes 
kizárni a sejtmagból a COP1 fehérjét. A szignaloszóma funkciójának sokrétűségét 
mutatja (ugyanakkor vizsgálatát nagyban nehezíti) az a tény, hogy azok a mutáns 
növények, amelyekben a COP9 komplex működésképtelen (a mutáció valamelyik 
alegységét kódoló gént érinti), csíranövény korban elpusztulnak. Ezek alapján 
valószínűsíthető, hogy a szignaloszóma a fotomorfogenis/szkotomorfogenezis 
szabályozásán kívül más alapvető fontosságú folyamatokban is szerepet játszik (Hardtke 
és Deng, 2000b). Az eddigiekből nyilvánvaló, hogy a sejtmagban zajló fényreguláit 
proteolízis a különböző fotoreceptoroktól kiinduló jelátviteli utak közös komponense, 
valamint, hogy a szabályozási lánc végén, annak utolsó tagjai között helyezhető el. A 
COP1 fehérje meghatározó szerepet játszik a folyamat szabályozásában. Az a 
molekuláris mechanizmus azonban, amelynek révén a fény - a fotoreceptorok 
közvetítésével - inaktiválja a COP1 fehérjét és ezáltal indukálja megfelelő gének 
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működését, még felfedezésre vár. 
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2.2. CIRKADIÁN RITMUSOK 
2.2.1. A biológiai ritmusokról 
Biológiai ritmusnak nevezzük azokat az élő szervezetekben lejátszódó 
folyamatokat, amelyek megjelenésében bizonyos ismétlődés, periodicitás figyelhető 
meg. A biológiai ritmusok rendkívül sokfélék lehetnek, mind a folyamat konkrét 
megjelenésében, mind a ritmus periódusának hosszában. 
Az ultradián (latinul ultra diem = kevesebb, mint egy nap) ritmusok egyik 
szélsőséges példája az ecetmuslica hímjének nászéneke, amelynek frekvenciája 50-60 
másodperces periodicitást mutat. Az infradián (infra diem = több, mint egy nap) ritmusok 
közé sorolható például a főemlősök menstruációs ciklusa 25-35 napos periódussal, de 
léteznek éves ritmusok is, amelyek megnyilvánulnak az állatok viselkedésében (párzási, 
nyugalmi időszakok), vagy a növények fejlődésében is (virágzás, termésképzés). 
Végezetül, megkülönböztetjük a cirkadián (circa diem = kb. egy nap) ritmusokat, amelyek 
periódushossza közelítőleg 24h. A cirkadián típusú ritmusok megtalálhatók szinte 
valamennyi Földön élő szervezetben, a prokariótáktól az emberig és a biológiai 
folyamatok széles skáláját szabályozzák. 
2.2.2. A cirkadián ritmusok jellemzői, kritériumai 
A cirkadián ritmusok specifikus vonásait, amelyek megkülönböztetik az egyéb biológiai 
ritmusoktól, az alábbi pontokban foglalhatjuk össze (Edmunds, 1988). 
1. Az eddigiek alapján talán legnyilvánvalóbb: a közelítőleg 24 órás periódushossz. 
Ciklikusan váltakozó körülmények közt (bizonyos határokon belül) a 
periódushossz pontosan megegyezik a külső ciklus periódushosszával, legyen az 
28, 24, vagy 20 óra. Ez esetben a külső körülmények ritmikus váltakozásai 
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"vezérlik" az oszcillációt. Állandó (laboratóriumi) körülmények mellett azonban (pl. 
állandó fény vagy állandó sötét konstans hőmérsékleten), amikor a ritmikus 
folyamat "szabadon fut", kialakul a cirkadián ritmusokra jellemző saját 
periódushossz, amely közelítőleg, bár soha nem pontosan 24 óra. (Ez az ún. 
szabadon futó periódus = free running jaeriod = FRP). 
2. A cirkadián ritmusok akkor lehetnek igazán hasznosak a szervezet számára, ha 
valamiképp kapcsolatban állnak a valós (külső) idővel. A beállítás (entrainment) 
az a folyamat, amelynek során a ritmus időzítése (szubjektív idő) szinkronba kerül 
a környezettel (objektív idő). A cirkadián ritmusok legfontosabb beállító tényezői a 
fény/sötét, ill. a meleg/hideg szakaszok periodikus váltakozása. 
3. A cirkadián ritmusok tehát beállíthatók váltakozó környezeti stimulusokkal, 
ugyanakkor állandó körülmények (konstans fény-, és hőmérsékletviszonyok) 
között is fennmaradnak, az adott ritmusra jellemző FRP-t mutatva. Ez a jelleg 
alapvetően megkülönbözteti a cirkadián ritmusokat az ún. diurnális/nokturnális 
ritmusoktól,amelyeket a fény-, és/vagy hőmérsékletviszonyok változása vezérel 
és a külső körülmények oszcillációjának megszűnése után nem folytatódnak. 
Állandó körülmények a természetben nem tapasztalhatók, csak laboratóriumban 
valósíthatók meg. Ugyanakkor, a rendszer rendkívül hasznos eszköznek bizonyult 
a cirkadián ritmusok kutatásában, mivel ilyen viszonyok mellett, amikor az 
előzőleg már beállított ritmus szabadon fut, a környezeti tényezők hatása 
elhanyagolható, és a ritmus jellegét egyedül annak belső törvényszerűségei 
alakítják ki. így, mivel a vizsgálat tárgya a természetes állapotúhoz képest 
„egyszerűsített rendszer", a szabadon futó ritmusok tanulmányozásával 
hatékonyabban, egyszerűbben ismerhetjük meg a cirkadán ritmusokat létrehozó 
és fenntartó molekuláris mechanizmusokat. 
4. A biokémiai folyamatok hőmérsékletfüggésének jellemzésére alkalmazott 
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paraméter az ún. Q10 érték, amely azt fejezi ki, hogy egy adott folyamat 
sebessége hányszorosára nő, ha a hőmérsékletet 10 °C fokkal emeljük. A 
biokémiai folyamatok Q10 értéke általában 2-2.5, míg a cirkadián ritmusok 
periódushossza csak kevéssé változik a hőmérséklettel (Q10 = 0.8-1.2) Ezt a 
jelenséget hőmérséklet-kompenzációnak nevezzük. 
2.2.3. A cirkadián ritmusok fenntartói a cirkadián órák 
A cirkadián ritmusokat bonyolult időmérő mechanizmusok (cirkadián órák) hozzák 
létre és irányítják. A cirkadián óra - molekuláris óra, elemeit gének és azok termékei 
alkotják, működése a géntermékek saját génjükre gyakorolt hatásán, valamint az egyes 
géntermékek közti fehérje/fehérje kölcsönhatásokon alapul. Az általános modell szerint a 
ciklus kezdetén egy pozitív faktor megindítja a negatív faktor(ok)at kódoló gének átírását. 
Az egyre nagyobb mennyiségben termelődő negatív faktorok ugyanakkor képesek gátolni a 
pozitív faktorok aktiváló hatását, vagyis saját génjük átíródását, ezáltal mennyiségük 
csökken, a pozitív elemek aktiváló hatása ismét érvényesülhet, a ciklus kezdődhet elölről. A 
cirkadián órák működésének alapja tehát egy önfenntartó negatív visszacsatolás, több 
ponton beépített késleltetéssel, amelynek eredményeképp kialakul a viszonylag hosszú, 
közelítőleg 24 órás periódus. A cirkadián órák működésének és a 24 órás periódushossz 
kialakításának alapvető feltétele a késleltetés, amelynek révén az egyes órafehérjék 
mennyisége csak a megfelelő óragén indukciója után 10-12 órával éri el maximumát. A 
késleltetés kialakításában valószínűleg poszt-transzlációs mechanizmusok vesznek részt, 
szabályozva az óraelemek degradációs sebességét. Annak megértéséhez, hogy miképpen 
alakul ki a meglepően pontos, közel 24 órás periódus, mindenképp szükséges az egyes 
órakomponensek stabilitását szabályozó molekuláris tényezők jövőbeni azonosítása. 
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2.2.4. A cirkadián órák általános felépítése, az óra elemei, definíciók 
A cirkadián óra vázlatos szerkezetét, működését az 2.6. ábra szemlélteti (Merrow, 
és mtsai, 1997; Johnson és mtsai, 1998). A rendszer három fő részből épül fel: 
1. input (bemenő) oldal: a szinkronizáló jeleket (fény, hőmérséklet) továbbítja. A 
fény-szignált speciális fotoreceptorok közvetítik, míg a hőmérséklet-szignalizáció 
hatásmechanizmusa ismeretlen. Az input elemek elrontása, mutációja az óra 
beállíthatóságát, érzékenységét zavarja vagy szünteti meg, szélsőséges esetben aritmiát is 
okozhat. 
2. központi oszcillátor, az óra "lelke", fehérje-komponensei negatív visszacsatolás 
útján szabályozzák önmaguk és egymás kifejeződését, működését. Az óraelemek 
mutációjának hatása aritmiában vagy periódushossz-változásban nyilvánulhat meg. 
3. output (kimenő) oldal: mindaz, amire az oszcillátor hatást gyakorol. Itt 
szerepelnek az óra által szabályozott gének, biokémiai vagy fiziológiai folyamatok. A lánc 
végén álló output elemek nem hatnak vissza az órára, így mutációjuk csak az adott elem 
működését zavarja. 
INPUT KÖZPONTI 
(FÉNY, HŐMÉRSÉKLET) OSZCILLÁTOR 
OUTPUT 
FOTORECEPTOROK ORAGENEK, FEHÉRJÉK 
CIRKADIAN-REGULALT 
GÉNEXPRESSZIÓ, 
FIZIOLÓGIAI FOLYAMATOK 
2.6. ábra. A cirkadián óra/rendszer vázlatos szerkezete. 
A központi oszcillátor általános működési mechanizmusa egy önfenntartó 
negatív visszacsatolás: a poztív faktor (PF) indukálja a negatív faktort (NF) 
kódoló gén átírását, a lassan emelkedő mennyiségű NF pedig idővel gátolja 
a PF aktiváló hatását. így a NF mennyisége csökkenni kezd, gátló hatása 
gyengül, majd megszűnik, ezzel egy újabb ciklus veszi kezdetét. Az 
oszcillátor által generált ritmikus jel egy több ágon futó jelátviteli láncon 
keresztül szabályozza az output elemek ritmikus működését. Az oszcillátor 
ritmusának fázisát a környezeti paraméterek (fény, hőmérséklet) periodikus 
váltakozása állítja be (input). 
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A 2.7. ábrán egy output elem működésének erősen sematizált grafinkonja látható, 
amelyen a ritmikus folyamat valamilyen mérhető paraméterét (pl. egy óra által szabályozott 
gén kifejeződésének szintjét) az idő függvényében ábrázoltuk. Ezt a grafikont példaként 
használva most vegyünk sorra néhány, a cirkadián ritmusok jellemzésére használt 
fogalmat. Periódushossz: a görbe két azonos szintű pontjának (pl. két egymást követő 
maximum) távolsága időben. Ez a cirkadán rendszerek esetében kb. 24 h. Amplitúdó: a 
maximum- és a minimumérték aránya. ZT (Zeitgeber time): az órát beállító utolsó szignál 
óta eltelt idő órákban kifejezve. Az általános beállítójel a fény, ezért (megállapodás alapján, 
Edmunds, 1988) ZT 0 az utolsó sötét-xfény átmenet, az utolsó hajnal időpontja, amelyet a 
szervezet még érzékelt az állandó körülmények beállása előtt. A ZT kifejezés elsősorban 
laboratóriumban, mesterségesen állandó körülmények mellett végzett kísérletekben 
használatos az óra utolsó beállításától eltelt idő kifejezésére. (Természetes körülmények 
között az óra minden reggel újra beállítódik, így a ZT skála 0-tól csak 24-ig húzódik.) 
2.7. ábra. Egy cirkadián óra által szabályozott folyamat jelleggörbéje. 
Az ábrán egy cirkadián óra által reguláit gén kifejeződésének mértékét (az adott 
időpontban a génről átíródott mRNS molekulák mennyiségét) tüntettük fel az idő 
függvényében. A vizsgálat ideje alatt uralkodó fényviszonyokat fekete (sötét) ill. fehér 
(fény) sávokkal jelöltük az idő-tengely mentén. Látható, hogy a gén kifejeződése minden 
nap a fény bekapcsolása után kb. 2 órával éri el maximumát. A váltakozó sötét/fény 
körülmények mellett tapasztalt oszcilláció kb. 24 órás periódusokkal azután is folytatódik, 
hogy a rendszert a megfigyelés második napjának végétől állandó sötétbe helyeztük, 
szemléltetve a cirkadián ritmusok legmarkánsabb diagnosztikai jegyét. (A fogalmak 
magyarázatát I. a szövegben.) 
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Bár a cirkadián óra működését először növényekben (de Malran, 1729!) fedezték fel, 
az oszcillátor molekuláris felépítéséről, működéséről szerzett ismereteink főként kékalgák 
(Synechococcus) és gombák (Neurospora crassa) köréből, valamint ecetmuslicán 
(Drosophila melanogaster) és egéren (Mus musculus) végzett kísérletekből származnak 
(Harmer és mtsai, 2001). Ezért, hogy képet alkothassunk az oszcillátor finomszerkezetéről, 
érdemes egy pillantást vetni a legalaposabban tanulmányozott és leírt cirkadián órára, a 
Drosophila TIM/PER rendszerére (2.8. ábra). Hogy az egyes lépéseket időben 
elhelyezhessük, tételezzünk fel 12h fény/12h sötét szakaszokból álló fotoperiódusokat, ahol 
a fényszakasz reggel 8 órakor (ZT 0), a sötét este 8 órakor (ZT 12) kezdődik. 
10 óra körül a CLK (clock) és a CYC (cycle) transzkripciós faktorok heterodimert 
alkotva kapcsolódnak a f/m (timeless) és a per (period) gének promótereihez és 
megindítják ezek transzkripcióját (1). A mRNS-szint csak este 8 óra körül éri el maximumát. 
A mRNS-ek a citoplazmába jutnak, ahol megtörténik a TIM és a PER fehérjék szintézise 
(2). A TIM fényérzékeny fehérje, így nappal nem tud felhalmozódni (3). A PER fehérjét a 
DBT (double-time) kináz foszforiiálja, ezáltal destabilizálja, így ez sem halmozódhat fel (4). 
A sötét szakasz kezdete után a TIM mennyisége emelkedik, a TIM kölcsönhatásba lép a 
PER-rel (5). Ez két fontos változást eredményez. Egyrészt, a TIM/PER komplexben a PER 
védett a foszforiláció, így a destabilizálás és lebomlás ellen, a TIM/PER komplex 
mennyisége emelkedik, maximumát hajnali 3 óra körül éri el a citoplazmában. Másrészt, e 
két fehérje külön-külön nem, de egymáshoz kapcsolódva képes belépni a sejtmagba (6). A 
TIM/PER komplex a sejtmagban kapcsolódik a CLK/CYC heterodimerhez és gátolja annak 
transzkripció-aktiváló hatását (7). A TIM/PER komplex mennyisége hajnali 5 óra körül éri el 
maximumát a sejtmagban, a gátlás teljessé válik. Megszűnik a szintézisből származó TIM, 
PER utánpótlás, így a fehérjék lebomlásával (8) lassan csökken a TIM/PER komplex 
mennyisége, gyengül a gátló hatás, sőt délelőtt 10 órára meg is szűnik. A transzkripció újra 
indulhat, ezzel a ciklus kezdődik előröl. 
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2.8. ábra. Az ecetmuslica cirkadián órájának működése (Williams és Shegal, 2001). 
A génekről átírt mRNS molekulákat hullámvonalak, a megfelelő fehérjéket névvel ellátott síkidomok 
szimbolizálják. A pozitív faktorokat, hatásokat világos szürke, a negatív faktorokat, hatásokat 
sötétebb szürke árnyalat jelzi, tim, TIM: timeless; per, PER: period; CLK: clock; CYC: cycle; DBT: 
double-time; CRY: cryptochrome; P: fosztátcsoportok, amelyek a DBT klnáz közvetítésével 
kapcsolódnak a PER fehérjéhez. A kis fekete ellipszisek a PER ill. a TIM degradációját jelzik. Az 
oszcillációt kialakító folyamat egyes történéseit számokkal jelöltük meg (1-8). Az egyes számozott 
lépések részletes leírása a szövegben található. 
Az óra beállítását a fény végzi. Fény hatására a TIM degradálódik, TIM hiányában a 
PER sem halmozódik fel, olyan állapot áll elő,amelyben alacsony a TIM, PER koncentráció: 
ez pedig a hajnalnak (sötét-fény átmenet) felel meg. A sötét-fény átmenet így állítja az órát 
a valós körülményekhez. A bemenő jel, a fény, a kriptokróm (CRY) fotoreceptorokon 
keresztül hat a TIM-re. CRY hiányában nincs TIM degradáció, ezért a CRY génben 
mutációt hordozó muslicákban az órát nem lehet fény/sötét ciklusokkal hatékonyan 
beállítani. 
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Az óra egyik mérhető output eleme a muslicák mozgási intenzitása. Molekuláris 
szinten (génexpresszió) eddig főleg a tim és a per géneket vizsgálták, de ezek maguk az 
óra gének, így ritmikus kifejeződésüket nem nevezhetjük az óra egyik kimenetének. Kitartó 
munkával azonosítottak néhány gént, amelyek kifejeződését az óra szabályozza, 
bizonyítottan az output lánc végén helyezkednek el, de a mai napig nem tisztázott a 
funkciójuk. A CLK/CYC faktorok a tim és a per mellett más gének kifejeződését is 
szabályozzák, ezért valószínű, hogy a CLK/CYC komplex az output lánc egyik korai 
elemeként is működhet. A muslica ismertebb, cirkadián szabályozás alatt álló 
makroszkópos működései a mozgás és a bábból való kibújás. 
2.2.5. A cirkadán rendszer felépítése és működése növényekben 
A növényi molekuláris óra működéséről - a történt erőfeszítések ellenére is -
meglehetősen kevés adat áll rendelkezésre. A 2.9. ábra a növényi cirkadián rendszer 
vázlatát mutatja jelenlegi ismereteink szintjén. 
A beállítás fény- és/vagy hőmérsékletciklusokkal történhet. A fény abszorbciójában 
és a szignál továbbításában a fitokróm (PHY) és a kriptokróm (CRY) fotoreceptorok 
játszanak szerepet (Somers és mtsai, 1998; Devlin és Kay, 2000), a hőmérséklet 
hatásmechanizmusa még ismeretlen. 
Az output lánc végén találjuk az óra által szabályozott géneket (melyek termékei 
nem hatnak vissza az órára), valamint a különböző óra-reguláit fiziológiai folyamatokat. A 
cirkadián-regulált gének közül legismertebbek a klorofill a/b kötő fehérjét (CAB) és a 
ribulóz-1,5-biszfoszfát karboxiláz-oxigenáz kis alegységét (RBCS) kódoló gének (Millar és 
Kay, 1991; Pilgrim és McClung, 1993). Magas szinten fejeződnek ki, így a megfelelő mRNS 
molekulák detektálása viszonylag pontosan, könnyen elvégezhető. A legismertebb élettani 
folyamatok, amelyeket az óra befolyásol: hipokotil-megnyúlás, sziklevél-mozgás (az első 
felismert cirkadián jelleg!), virágzási idő. 
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AKUTVÁLASZ 
PHY ELF3 
^^^^^^^^ CAB expresszié 
AA 
sziklevél-mozgás 
AA hipokotil-elongáció 
CCA1 
TOC 
2.9. ábra. A növényi cirkadián rendszer ismert komponensei. 
A növényi cirkadián rendszerből tulajdonképp csak az input lánc első elemei és az 
output lánc utolsó elemei ismertek megbízható kísérleti eredmények alapján. E két pont 
közti elemek egy részét mutációk segítségével derítették fel, ezért az adott elem a 
megfelelő mutáns nevét kapta. A cirkadián ritmusokkal foglalkozó kutatók körében azonban 
mind a mai napig nincs egyetértés abban, hogy ezen elemeket pontosan hova kellene 
elhelyezni a rendszerben. 
ELF3 (earjy flowering 3); nullmutáció, a mutáns növényekben az óra beállítható, 
mivel beállítás után állandó sötétben ritmikus a CAB expresszió, viszont állandó fényben 
aritmiássá válik. Részletesebb vizsgálatok kimutatták, hogy az ELF3 protein hiányában az 
oszcillátor állandó fényben megáll, fázisa a fény/sötét átmenet körüli időpontban rögzül. A 
mutáció a fotoreceptorok és az óra közti jelátvitelt érintheti (McWatter és mtsai, 2000). 
TOC1 (timing of CAB 1); aminosavcserét okozó pontmutáció, a mutáns 
növényekben valamennyi cirkadián ritmus periódushossza rövidebb, mint a vad típusban. A 
mutációt szenvedett gént izolálták, de még nem ismeretes, hogy túltermeltetése milyen 
hatással van az óra működésére. A megfelelő fehérje szerkezete, valamint konstitutív 
sejtmagi lokalizációja a TOC1 protein esetleges transzkripciós regulátor szerepére utal 
(Strayer és mtsai, 2000). 
LHY (jate elongated jiypocotyl); nullmutációja 2-3 órás periódushossz-csökkenést, 
túltermeltetése viszont általános aritmiát okoz. A gén Myb-rokon transzkripciós faktort 
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kódol, amely az output gének promóteréhez kapcsolódva szabályozza azok működését. 
Valószínűleg az output lánc egyik korai eleme (Schaffer és mtsai, 1998). 
CCA1 (circadian clock associated I ) ; minden tekintetben (szerkezet, funkció, órára 
gyakorolt hatás) az LHY egyik homológjának tekinthető. Az LHY vagy a CCA1 egyedi 
nullmutációjának csekély hatása valószínűleg a közöttük fennálló funkcionális 
redundanciának köszönhető (Green és Tobin, 1999). 
A cirkadián óra által reguláit gének egy része, pl. a CAB, fényreguláit is egyben. 
Más szóval a fény a fitokróm receptoron át, az órát kikerülve is képes indukálni a CAB 
gén működését. A fény e gyors, direkt hatását nevezzük akut válasznak. A CAB gén 
promóterében egymástól jól elkülönítve találhatók az akut válaszért ill. a cirkadián 
regulációért felelős cisz-aktív elemek, ezért valószínű, hogy a két jelenség két különböző 
jelátviteli utat használ. Ugyanakkor a két jelátviteli lánc között szoros kapcsolat van: a 
cirkadián óra bizonyos fázisokban gátolja az akut válasz kialakulását, valamiképp 
megszakítva a fotoreceptor és a CAB gén közti, az órát elkerülő reakcióutat. A gátló 
hatás maga is cirkadián ritmust mutat: legerősebb akkor, mikor a CAB expresszié 
ritmusa a minimum közelében jár (a sötét periódus első fele) (Millar és Kay, 1996). 
2.2.6. A cirkadián órák és ritmusok jelentősége 
A cirkadián ritmusok/órák biológiai jelentőségének értékelése kellő óvatosságot 
igényel. Bár a cirkadián ritmusok egyik legmarkánsabb megkülönböztető jegye az, hogy 
állandó körülmények között is fennmaradnak, mégsem ez a tulajdonság teszi igazán 
hasznossá a cirkadián órát. Az óra legfontosabb funkciója az lehet, hogy az adott 
szervezet számára mintegy „előre jelzi" a környezeti tényezők megváltozásának 
időpontját és így még azt megelőzően felkészülhet rá. Ebből fakadóan pl. számos 
cirkadián ritmus, amelynek maximuma a világos fázis alatt jelentkezik, már órákkal az 
első fényszignál előtt emelkedő tendenciát mutat és még a sötét fázis kezdete előtt 
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lecsengésnek indul. Az eddigiek alapján úgy tűnhet, hogy a cirkadián óra az adott inger 
(pl. fény) és az ingerre adott válasz közé épülve megszünteti azok szigorú csatoltságát, 
ezáltal gátolva a szervezetet abban, hogy környezeti változásokra gyors, adekvát választ 
adjon. Ezért szükséges kiemelni, hogy azok a folyamatok, amelyek esetében fontos a 
környezeti jelre adott gyors válaszreakció, általában nem állnak a cirkadián óra 
szabályozása alatt, vagy adott körülmények közt az inger hatása dominálhat az óra 
hatása felett. (Egy alkalmas ébresztőóra segítségével az alvási ciklus bármely fázisában 
felébredhetünk.) Másrészt a cirkadián óra az általa szabályozott folyamatokon keresztül 
mintegy felkészíti a szervezetet a megfelelő napszakhoz való alkalmazkodásra, 
valóságosan nappali vagy éjszakai üzemmódba állítva azt. Az átállítás bonyolult művelet, 
időt igényel és a szervezetet, mint egészet érinti. Ezért az óra bizonyos ingerek közvetlen 
hatását (az aktuális fázistól függően) valóban gátolja, annak érdekében, hogy a 
környezet statisztikusán változó paraméterei (szikrázó napsütés/borús égbolt) ne indítsák 
el újra és újra ezt az átállási folyamatot. A cirkadián rendszerek jelentőségét, biológiai 
„hasznosságát" jól mutatja a következő néhány példa. 
A kékalgák cirkadián rendszerével hosszú évek óta foglalkoznak már a kutatók. 
Több mutánst is izoláltak,amelyek órája hosszabb vagy rövidebb periódussal működik, 
mint a vad típusé. Egy kísérletben összekevertek azonos mennyiségű hosszú és rövid 
periódusú órával rendelkező kékalgát, majd egy részüket hosszú (28 h; 14 h fény/14 h 
sötét), más részüket rövid (20 h; 10 h fény/10 h sötét) fotoprióduson nevelték. Néhány 
generáció után a hosszú perióduson nevelt keverékben a hosszú periódusú mutánsok 
nőttek túl, és viszont, ami jól mutatja annak fontosságát, hogy az óra működésének a 
külső környezettel szinkronban kell lennie (Pittendrigh, 1993). 
A cirkadián óra fontos szerepet játszik a növények fejlődésében, növekedésében, a 
megfelelő morfológia kialakításában is. Paradicsommal végzett kísérletek azt mutatták, 
hogy a növények rosszul fejlődnek, satnyák és kevés termést hoznak, ha állandó 
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hőmérsékleten, állandó fényen neveljük őket. Ha viszont meleg/hideg termociklusokkal a 
cirkadián órát működésben tartjuk, állandó fényben is normálisan fejlődnek. 
Speciálisan növényi jelenség a fotoperiodizmus, a virágzás indukciója (Lumsden, 
1991; Thomas és Vince-Prue, 1996). Az ún. rövid nappalos (RN) növények naponta 
legalább 16 h sötétséget, a hosszú nappalos (HN) növények pedig naponta legalább 16 
h fényt igényelnek a virágzás indukciójához. Egy HN növény RN körülmények között 
nem, vagy jelentősen később virágzik. A cirkadián óra és a fotoperiodizmus kapcsolata 
még meglehetősen homályos terület, de az bizonyosnak tűnik, hogy a növények a 
fényszakasz hosszát a cirkadián óra segítségével „mérik". Erre utal az a tény is, hogy 
valamennyi növényi óra-mutánsban a virágzási idő is eltolódott. A HN növények 
virágzását RN körülmények között indukálni lehet, ha a sötét szakasz bizonyos pontjain 
rövid, extra megvilágítást alkalmazunk. Ha a virágzás indukálhatóságának mértékét az 
idő függvényében ábrázoljuk, szabályos cirkadián ritmust kapunk. Ez azt jelenti, hogy a 
cirkadián óra határozza meg azokat a rövid intervallumokat,amelyekben a fény hatásos a 
virágzás indukciójában. Továbbgondolva, elképzelhető, hogy ha a növényi cirkadián 
rendszert részleteiben is megismerjük, képesek leszünk az óra működését olyan módon 
átállítani, hogy ezek az érzékeny szakaszok olyan időre essenek, amikor rövid nappalos 
körülmények között amúgy is fény van. Ez esetben a HN növények RN fényviszonyok 
közt is virágoznának. Ma ez még csak a fantázia játéka, de ha megvalósulhatna, a HN 
haszonnövények termesztése olyan területekre is kiterjesztethető lenne, ahol RN 
körülmények uralkodnak, vagy HN fényviszonyok között egy tenyészidényben több 
generáció termését is be lehetne takarítani. 
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3. KÖZVETLEN ELŐZMÉNYEK, CÉLKITŰZÉSEK 
A fitokróm-közvetítette jelátviteli modell (amely a receptorok konstitutív 
citoplazmatikus elhelyezkedését tételezi fel) általános érvényességét már többször 
megkérdőjelezték, de igazán csak Sakamoto és Nagatani (1996) kísérletei hívták fel a 
figyelmet a fitokrómok esetleges sejtmagi lokalizációjára. Sejt-frakcionálást követő 
immunokémiai módszerekkel kimutatták az Arabidopsis PHYB receptor jelenlétét a 
sejtmagi frakcióban. A jelenség fényfüggőnek bizonyult: fényen nevelt növényekből 
származó sejtmagi kivonatokban nagyobb, sötét-adaptált növényi mintákban kisebb 
mennyiségben fordult elő a PHYB. A szerzők ugyanakkor nem igazolták minden kétséget 
kizáróan, hogy a PHYB fehérjék valóban a sejtmagon belül helyezkednek el. Több korábbi, 
a PHYA sejtmagi lokalizációjára vonatkozó állítást kellett már visszavonni (Mösinger és 
Schafer, 1984; Mösinger és mtsai, 1987), mert kiderült, hogy azok a PHYA fehérje és a 
sejtmag-membrán között a sejt-frakcionálás során kialakult nem-specifikus összetapadáson 
alapultak. 
A következő érdekes fejlemény 1998-ban került napvilágra. Ni és munkatársai (1998) 
kimutatták, hogy a PHYB fotoreceptor konformáció-függő és reverzibilis módon 
kölcsönhat a PIF3 (phytochrome jnteracting factor 3) transzkripciós faktorral in vitro 
körülmények között. A kölcsönhatás csak Pfr formájú PHYB esetén mutatható ki és távoli 
vörös besugárzással megszüntethető. A PIF3 számos fényindukált gén promóteréhez 
kapcsolódik, és transzkripciós aktívátorként működik. Túltermeltetése a PHYB-függő 
fényválaszok hiper-érzékenységét okozza, bizonyítván, hogy valós funkcióval 
rendelkezik a PHYB-közvetítette jelátvitelben. Mivel a PIF3 transzkripciós faktor 
konstitutívan a sejtmagban található, a kölcsönhatásra is a sejtmagban kerülhet sor, így 
az adatok tovább erősítették azt a feltevést, hogy a fitokrómok bizonyos körülmények 
között a sejtmagba importálódhatnak. A fenti eredmények birtokában terveztük meg 
kísérleteinket, amelyek során a PHYA és a PHYB receptorok sejten belüli eloszlását 
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kívántuk vizsgálni különböző fényviszonyok mellett, in vivo körülmények között. A 
tervezett munka főbb lépései a következők voltak: 
1. Transzgenikus növények előállítása, amelyekben kifejeztetjük a PHYA-GFP, ill. a 
PHYB-GFP fúziós fehérjéket. 
2. Annak igazolása, hogy a termeltetett fúziós fehérjék biológiailag aktív 
fotoreceptorokként működnek a növényi sejtekben. 
3. A fúziós fehérjék szubcelluláris eloszlásának vizsgálata a GFP fluoreszcencia 
követésével különböző fényviszonyok mellett. 
4. Amennyiben a vizsgált fehérjék fényreguláit sejtmagi importját/exportját tapasztaljuk, 
a folyamat(ok) kinetikájának valamint fényintenzitás- és hullámhossz-függésének 
vizsgálata. 
A vázolt kísérletek eredményei várhatóan új részletekkel gazdagítják a fitokróm 
receptoroktól a fényreguláit sejtmagi génekig ívelő jelátviteli rendszerről rendelkezésre álló 
ismereteinket. 
A fitokrómok a fényfüggő életfolyamatok szabályozása mellett fontos szerepet 
játszanak a cirkadián óra fázisának beállításában is. A korábbi ismeretek alapján az input 
fotoreceptorok a beállításban hatásos fényt elnyelik, majd a központi oszcillátorhoz 
továbbítják, amely folyamat révén az oszcillátor fázisa (időzítése) a külső környezet 
periodikus változásaihoz igazítódik. A folyamat egyirányúnak bizonyult, mivel a központi 
oszcillátor - a korábbi adatok alapján - nem gyakorol hatást az input receptorok 
szintézisére vagy aktivitására. Az ecetmuslica és az egér cirkadián rendszer kutatásának 
legújabb eredményei ugyanakkor azt mutatják, hogy ezekben a szervezetekben az 
oszcillátor szabályozza az input fotoreceptorokat (kriptokrómok) kódoló gének kifejeződését 
(Glossop és mtsai, 1999; Shearman és mtsai, 2000). Ezzel bizonyítást nyert egy ún. input 
szabályozó kör léte, amelynek legfontosabb feladata a megfelelő fázisban érkező beállító 
jelek hatásának erősítése (ill. a nem megfelelő fázisban érkező jelek hatásának 
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csökkentése) és ezáltal az oszcillátor működésének stabilizációja lehet. Mivel a 
szabályozásnak ez a módja a növényi cirkadián rendszerben még ismeretlen volt, valamint 
a fitokrómok funkcióját szorosan érintő jelenségről van szó, elhatároztuk, hogy 
megvizsgáljuk a PHYA és PHYB gének kifejeződését az esetleges cirkadián reguláció 
szempontjából. Az eukarióta génkifejeződés több, egymástól elkülöníthető szakaszra, 
szintre bontható, amelyek esetenként különböző szabályozás hatása alatt állnak, ezért 
szükségesnek láttuk a fitokróm génexpresszió valamennyi szintjének megfelelő 
módszerekkel történő vizsgálatát az alábbi munkaterv szerint: 
1. A promóter aktivitás vizsgálata olyan transzgenikus növények felhasználásával, 
amelyekben különböző fitokróm promóter: :luciferáz riporter konstrukciókat 
fejeztetünk ki. 
2. A fitokróm génekről átíródó mRNS molekulák felhalmozódásának, szintjének 
vizsgálata S1 nukleáz protekciós analízissel. 
3. A fitokróm mRNS molekulák transzlációjának vizsgálata olyan transzgenikus 
növények felhasználásával, amelyekben fitokróm-luciferáz fúziós fehérjéket 
fejeztetünk ki a megfelelő fitokróm promóter irányítása alatt. 
4. A fitokróm fehérjék felhalmozódásának, szintjének vizsgálata Western analízissel. 
A kérdésfelvetés jellege miatt valamennyi kísérletünkben a génkifejeződés aktuálisan 
vizsgált szintjének időfüggését tanulmányozzuk "cirkadián" körülmények között. 
A fent vázolt kísérletek eredményei várhatóan egyértelmű választ adnak arra a kérdésre, 
hogy szabályozza-e a cirkadián oszcillátor a fitokróm gének kifejeződését, és ha igen, 
milyen szint(ek)en. 
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
4.1. Kísérleti anyagok, organizmusok 
Vegyszerek 
A kísérletek során használt vegyszereket a következő gyártóktól/szállítóktól 
szereztük be: Reanal/Molar Kft. (Budapest), Merck (Merck Kft., Budapest), Sigma-Aldrich 
(Sigma-Aldrich Kft., Budapest), Amesham-Pharmacia AB (HVD Kereskedelmi és 
Szolgáltató Kft., Budapest). A radioaktív izotóppal jelölt nukleotidokat ([a-32P]-dCTP és 
[y-32P]-dATP) az Izinta Kft. (Budapest), a luciferin szubsztrátot a Biosynth AG (Svájc, 
Staad) szállította. 
Tápoldatok és táptalajok 
LB (Luria-Bertani Médium) pH: 7.0 
1 % (w/v) tripton 
0.5 % (w/v) élesztő kivonat 
1 % (w/v) NaCI 
[1.5 % (w/v) agar] 
YEB pH: 7.0 
0.5% (w/v) "beef extract" 
0.1 % (w/v). élesztő kivonat 
0.5 % (w/v) pepton 
0.5 % (w/v) szaharóz 
2 mM MgCi2 (sterilizálás után) 
[1.5 % (w/v) agar] 
MS (Murashige-Skoog Médium) pH: 5.6 
4.3 g/l MS "Basal Salt Mixture" 
3 % (w/v) szaharóz 
1 % (w/v) agar 
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Antibiotikumok 
Az antibiotikumokat a Sigma-Aldrich cégtől szereztük be. A készítmények általunk 
alkalmazott végkoncentrációját, valamint az organizmusok nevét, amelyek esetében az 
adott antibiotikumot használtuk, az alábbi táblázat tartalmazza. 
Antibiotikum Végkoncentráció Organizmus 
Ampicillin (Amp) 100 pg/ml E. coli 
Streptomicin (Sm) 100 pg/ml E. coli 
Tetraciklin (Tet) 25 pg/ml E. coli 
Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml A. tumefaciens 
Rifampicin (Rif) 100 pg/ml A. tumefaciens 
Kanamicin (Km) 25 pg/ml A. tumefaciens 
Higromicin (Hyg) 15 pg/ml Nicotiana tabacum Arabidopsis thaliana 
4.1. táblázat. A kísérletekben használt antibiotikumok jegyzéke. 
Enzimek 
A kísérletek során használt restrikciós endonukleázokat, T4 DNS-ligázt, T4 
polinukleotid-kinázt (T4 PNK), Klenow-polimerázt, Taq-polimerázt, a dA,G,T,CTP 
nukleotidokat valamint az enzimreakciókhoz szükséges valamennyi pufferoldatot az MBI 
Fermentas (Litvánia, Vilnius) szállította. Az S1-nukleázt a megfelelő pufferekkel együtt a 
Gibco BRL Life Technologies Inc.-től (USA, Rockwille) vásároltuk. 
Plazmidok, cDNS- és egyéb klónok 
A pBluescript®ll KS/SK (pKS/pSK) plazmid vektort (2964bp, AmpR, kék/fehér 
színszelekció a-komplementáció révén) a Stratagen-től (La Jolla, California, USA) 
vásároltuk. A pPCV (plánt cloning vector) bináris plazmidot (Koncz és mtsai, 1994) 
Koncz Csaba csoportjától kaptuk (Max-Planck Intézet, Németország, Köln). A vektor 
tartalmazta az eredeti Ti plazmid T-DNS szakaszából származó jobb és bal oldali 
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határolószekvenciákat (RB és LB), valamint ezek közé építve a bakteriális replikációs 
origót (ORICOIEI) és az ampicillin/carbenicillin rezisztenciagént (ampR), ill. a növényi 
sejtekben megnyilvánuló konstitutív nopalin-szintáz promóterrel (Pn0s)vezérelt higromicin-
foszfotranszferáz (higromicin-rezisztenciáért felelős) gént (hpt). A két rezisztenciagén 
között egy szintetikus polilinker található, amely nagyszámú egyedi restrikciós 
hasítóhelyet tartalmaz, elősegítve a kívánt génkonstrukciók beépítését. A polilinker a 
nopalin szintáz gén 3' poliadenilációs szignál-szekvenciáit tartalmazó (Tn0s) rövid 
szakasszal zárul, amely segíti az elé épített cDNS-ről képződő mRNS molekulák 
megfelelő processzálódását a növényi sejtekben. 
A karfiolmozaikvírus 35S RNS gén (CaMV 35S) duplikált enhanszerét tartalmazó 
Promoter (35S{2X)) pKS vektorokba kiónozva már rendelkezésünkre állt csoportunk 
korábbi munkáiból. A dohány PHYB, ill. rizs PHYA gének cDNS klónjait Eberhard 
Schäfer csoportja szolgáltatta (Universität Freiburg, Freiburg, Németország). Az mGFP4 
klónt, amely a zöld fluoreszcens fehérjét (green fluorescent protein, GFP) kódoló gén 
egy módosított verzióját tartalmazta (Haseloff és mtsai, 1997), Jim Haseloff csoprtjától 
kaptuk (University of Cambridge, Cambridge, Nagy-Britannia). A luciferáz riporter gén 
cDNS klónját (LUC) a Promega cégtől vásároltuk. 
Baktériumok 
A munkánk során használt valamennyi baktériumtörzset a Stratagentől szereztük 
be. A molekuláris klónozás során a rekombináns plazmidok felszaporítására az E. coli 
XL-1 Blue törzsét (TetR) használtuk. Az elkészült génkonstrukciókat E. coli S17-1 
sejtekbe (SmR) transzformáltuk, mivel ezek a sejtek képesek konjugációra az 
Agrobacterium tumefaciens GV3101 törzsével (Rif**), amely folyamat során az adott 
génkonstrukciót tartalmazó bináris vektor az Agrobacterium sejtekbe jut át. A használt 
Agrobacterium törzs hordozza a pMP90RK plazmidot (KmR), amelyen az eredeti Ti 
4. Anyagok és módszerek 50 
plazmid vir (virulence) génjei találhatóak. E gének által kódolt fehérjék szükségesek a 
bináris vektor T-DNS szakaszának (a jobb és bal oldali határszekvenciák közötti rész, 
amely esetünkben a génkonstrukciókat is tartalmazta) a növényi sejtekbe történő 
transzferéhez (Koncz és mtsai, 1994). A különböző baktérium törzsek tisztaságát, ill. a 
bináris vektor jelenlétét megfelelő antibiotikum-kombinációk alkalmazásával ellenőriztük. 
Növények 
Genomiális DNS és össz-RNS izolálása, valamint a transzgenikus növények 
előállítása során a Nicotiana tabacum SR1 (streptomycin résistant I ) vonalát és az 
Arabidopsis thaliana Ws (Wassilevskija) ökotípusát használtuk. A növényeket (ha 
másképpen nem jeleztük) steril körülmények között, MS táptalajon neveltük 12 h fény/12 
h sötét fotoperiódus mellett, 22°C-on. 
4.2. Molekuláris biológiai módszerek 
Plazmid DNS tisztítás (Sambrook és mtsai. 1989) 
A megfelelő plazmidot hordozó baktériumsejteket szelektív antibiotikummal kiegészített 
LB tápoldatban növesztettük 37°C-on 12 órán át állandó rázatással. A sejteket centrifugálással 
gyűjtöttük össze, majd lizozimes emésztés után alkalikus SDS kezeléssel feltártuk őket. A 
fehérjéket savas 3 M KOAc oldattal csaptuk ki. A tisztítást fenolos extrakcióval folytattuk, végül 
a plazmid DNS-t alkohollal kicsaptuk. 70%-os alkohollal való mosás és szárítás után a 
csapadékot TE pufferben (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH: 8.0) oldottuk fel. Az így nyert 
plazmid DNS alkalmas volt restrikciós emésztésre. 
Növényi genomiális DNS tisztítás (Dovle és mtsai. 1987. módosítva) 
0.5-1.5 g fiatal levelet folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és 
dörzsmozsárban homogenizáltunk. Az elporított mintát 30 ml-es Corex centrifugacsőbe 
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helyeztük, majd 8 ml 60 °C-ra előmelegített 2xCTAB puffert [2 % (w/v) cetil-trimetil-
ammóniumbromid, 100 mM Tris-HCI pH: 8.0, 20 mM EDTA pH: 8.0, 1.4 M NaCI, 1 % 
(w/v) polivinil-pirrolidin] mértünk rá. Keverés után a csövet 30 percig inkubáltuk 60 °C-on. 
A sejt- és szövettörmeléket centrifugálással ülepítettük (Sorwall SS 34 rotor, 10000 rpm, 
10 perc, 4 °C), majd a felülúszót új csőbe mértük át és azonos térfogatú kloroformmal 
extraháltuk. Az extrahálás után kapott vizes fázishoz 2/3 térfogatnyi propanolt adtunk, 20 
percig inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd a kicsapott nukleinsavakat centrifugálással 
(Sorwall SS 34 rotor, 10000 rpm, 10 perc, 4 °C) gyűjtöttük össze. A csapadékot 70 %-os 
etanollal mostuk, vákuum alatt szárítottuk, majd 400 pl steril desztillált vízben oldottuk 
fel. A mintát 1.5 ml-es Eppendorf csőbe mértük át, 40 pg DNáz-mentes RNáz A enzimet 
adtunk hozzá, majd 37 °C -on inkubáltuk 60 percig. A mintához azonos térfogatú 
fenohkloroform (1:1) elegyet adtunk, az extrahálás után a vizest fázist (400 pl) új csőbe 
mértük át, 1/10 térfogatnyi 3 M NaOAc oldatot, majd 2.5x térfogatú absz. etanolt adtunk 
hozzá és szobahőmérsékleten inkubáltuk 60 percig. A kicsapódott genomi DNS-t 
centrifugálással összegyűjtöttük, 70 %-os etanollal mostuk, vákuum alatt szárítottuk, 
végül 100 pl steril desztillált vízben oldottuk fel. A kapott genomi DNS minőségét és 
mennyiségét agaróz gél-elektroforézissel ellenőriztük. A mintából 1-2 pl-t használtunk 
templátként a PCR reakciók során. 
Növényi össz-RNS tisztítás 
1-1.5 g növényi anyagot (fiatal levelet vagy csíranövényeket) folyékony 
nitrogénben lefagyasztottunk és dörzsmozsárban homogenizáltunk. Az elporított mintát 
15 ml-es Corex centrifugacsőbe helyeztük, 5 ml extrakciós puffert [50 mM Tris-HCI 
pH:8.0, 300 mM NaCI, 5 mM EDTA, 2 % SDS, 0,1 % (v/v) p-merkapto-etanol, 2 mM ATA 
(aurin-trikarboxilsav)] mértünk rá, majd keverés után 37 °C-on inkubáltuk 30 percig. Ezt 
követően 1 ml 2 M KCI oldatot adtunk a mintához, majd összerázás után jégen tartottuk 
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30 percig. A sejt- és szövettörmeléket centrifugálással (Sorwall SS34 rotor, 10000 rpm, 
10 perc, 4 °C) ülepítettük. A felülúszót új csőbe mértük át, majd 2.5 ml 8 M LiCI oldat 
hozzáadásával (4°C, 16 h) csaptuk ki az RNS molekulákat. A centrifugálás (Sorwall 
SS34 rotor, 10000 rpm, 20 perc, 4 °C) után kapott csapadékot 400 pl steril desztillált 
vízben vettük fel, 1.5 ml-es Eppendorf csőbe mértük át, fenolos extrakcióval tisztítottuk, 
majd 1/10 térfogatnyi 5 M NaCI és 2.5x térfogatú absz. etanolt adtunk hozzá és -20 °C-
on inkubáltuk 1-2 óráig. Centrifugálást követően a csapadékot 70 %-os etanollal mostuk, 
vákuum alatt szárítottuk, majd 80-100 pl steril desztillált vízben oldottuk fel. Az RNS 
molekulák mennyiségét a minta 260 nm-en mért optikai denzitásából határoztuk meg. 
Az RNS izolálás során használt üvegeszközöket 3 %-os H202 oldatban áztattuk 
30-60 percig, DEPC (dietil-pirokarbonát)-kezelt desztillált vízzel átöblítettük, majd 
megszárítottuk. A steril desztillált vizet, valamint a KCI, NaCI és LiCI oldatokat DEPC 
kezeléssel RNáz mentesítettük (a kész oldathoz DEPC-t mértünk 0.1 %-os (v/v) 
végkoncentrációban, 37 °C-on inkubáltuk 16 óráig, majd autoklávoztuk). 
DNS hasítása restrikciós endonukleázokkal. liqálás, baktérium-transzformáció 
A restrikciós endonukleáz emésztések során 1-2 pg DNS-t (vagy preparatív 
emésztés során 10-15 pg DNS-t) hasítottunk 0.5 egység (vagy 10-15 egység) enzimmel 
a gyártó által javasolt pufferben és hőmérsékleten 1-2 óráig (vagy 3-4 óráig). A hasítási 
termékeket etidiumbromid tartalmú, 0.8-1.5 %-os (w/v) agaróz gélen választottuk el 
elektroforézissel. 
Szubklónozás során a megfelelő fragmentumokat agaróz gélből izoláltuk 
(Sambrook és mtsai, 1989), fenolos extrakcióval tisztítottuk és absz. etanollal kicsaptuk. 
Mosás (70 % etanol) és szárítás után steril desztillált vízben oldottuk fel. A 
fragmentumok relatív mennyiségét agaróz gélen ellenőriztük. 
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A ligálás reakcióelegye tartalmazta a restrikciós enzimekkel linearizált vektort és 
abeépítendő fragmentumot (általában 1:3 moláris arányban), a gyártó által javasolt 
puffert és 5-10 egység T4 DNS ligáz enzimet. A reakcióelegyet 16-18 °C-on inkubáltuk 
16 óráig, majd a ligátumot CaCI2 oldatos mosással kompetenssé tett XL-1 Blue sejtekbe 
transzformáltuk (Sambrook és mtsai, 1989). A sejteket az adott vektornak megfelelő 
antibiotikumot tartalmazó LB táptalajra szélesztettük, majd 37 °C-on növesztettük 16 
óráig. Amennyiben a plazmid vektor lehetőséget nyújtott a rekombináns kolóniák 
kék/fehér (a-komplementáció) színszelekcióval történő kiválasztására, a táptalajt 
kiegészítettük IPTG és X-GAL (25-25 pg/ml) vegyületekkel is. 
Génkonstrukciók készítése 
Első lépésként a LUC cDNS-t, ill. a 35S(2x) promótert megfelelő orientációban (az 
átíródás iránya a Tnos szignál-szekvenciák felé mutat) a pPCV bináris vektor polilinker 
régiójába építettük a 4.1. ábrán látható módon. A továbbiakban a LUC-NOS pPCV az 
egyes PHY promóter::LUC, a 35S(2x)-NOS pPCV pedig a különböző PHY-GFP fúziós 
konstrukciók alapjaként szolgált. 
EcoRI" 
4.1. ábra. A LUC-NOS pPCV és 35S(2x)-NOS pPCV alapkonstrukciók felépítése. 
RB,LB: a T-DNS jobb-, ill. baloldali határszekvenciái; ORICO|E1: bakteriális replikáclós origó; 
ampR: (bakteriális) ampicillin/karbenicillin rezisztenciáért felelős gén; Pnos: a nopalin szlntáz gén 
promótere; Tnos: a nopalin szlntáz gén 3' poliadenilációs szignál-szekvenciái; hpt: (növényi) 
higromicin rezisztenciáért felelős gén (hlgromícin foszfo-transzferáz). A csillaggal jelölt 
hasítóhelyek egyediek, csak a jelzett pozícióban fordulnak elő. 
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Az egyes PHY gének promóterszakaszait genomiális templát DNS-en végzett PCR 
(golimerase chain reaction) során amplifikáltuk, majd izoláltuk. A PCR primereket úgy 
terveztük, hogy a kapott fragmentumok tartalmazták a teljes 5' nem-transzlálódó régiókat 
(a kódoló régió első triplettjét már nem), valamint minden olyan cisz-aktív elemet, amely 
a megfelelő szintű és reguláit kifejeződéshez szükségesnek bizonyult korábbi 
kísérleteink alapján. A PCR primerek 5' végére egyedi restrikciós hasítóhelyeket 
terveztünk a klónozás egyszerűsítése céljából. Az izolált fragmentumokat restrikciós 
enzimekkel emésztettük, majd az azonos enzimekkel felnyitott LUC-NOS pPCV vektorba 
építettük a LUC cDNS 5' vége elé, megfelelő orientációban. Az egyes promóter 
szakaszok fontosabb adatait a 4.2. táblázat tartalmazza. 
a megfelelő gén 
neve 
az izolált promóter-
szakasz mérete 
beépített hasítóhely 
Az 5' végen a 3' végen 
NtPHYA 1725 bp Sa/I BamHl 
NtPHYB 1472 bp Sa/I BamHl 
AtPHYB 2292 bp Hindi 11 BamHl 
4.2. táblázat. A kísérletekben használt promóter-fragmentumok fontosabb jellemzői. 
A transzlokációs kísérletekhez készült PHY-GFP konstrukciókban felhasznált, 
már kiónozott formában rendelkezésre álló cDNS-ek 5' és 3' végeit restrikciós 
hasítóhelyeket hordozó PCR primerekkel végzett PCR során módosítottuk. A PHY 
cDNS-ek 3' végét a stop kodon elrontása után (Smal vagy EheI hellyé alakításával) a 
GFP cDNS 5' végéhez (amelyet előzőleg szintén SmaI vagy Ehe\ hely beépítésével 
módosítottunk) azonos leolvasási keretben fúzionáltuk, így az átírt PHY-GFP mRNS-ről 
megfelelő (értelmes) PHY-GFP fúziós fehérje szintetizálódik a transzláció során. Az 
átalakított PHY és GFP cDNS-eket pKS vektorban illesztettük össze, majd az így létrejött 
fúziós géneket a 35S (2x)-NOS pPCV bináris vektorba építettük a 35S(2x) promóter és a 
Tnos terminátor közé, az egyedi BamH\-Sac\ helyekre. A különböző fúziós konstrukciók 
vázlatos szerkezetét a 4.2. ábra mutatja. 
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4.2. ábra. A GFP-fúziós konstrukciók vázlatos szerkezete. 
Az egyes konstrukciókat az általuk kódolt fúziós fehérjék dolgozatban használt nevével jelöltük az 
ábra bal oldalán. A különböző cDNS-eket szürke téglalapok jelzik. OsPHYA: rizs PHYA: NtPHYB: 
dohány PHYB; NtPHYB N-term„ ill. NtPHYB C-term.: a dohány PHYB cDNS-nek a PHYB fehérje 
N- ill. C-terminális felét kódoló szakaszai; NtPHYB mut.: kromofór kötésére nem képes PHYB 
fehérjét kódoló cDNS. Az egyes cDNS fragmentek hosszát olyan módon tüntettük fel, hogy 
számokkal jelöltük az adott kódoló szakasz 5' és 3' végi nukleotidjának az eredeti, teljes 
hosszúságú kódoló régióban elfoglalt pozícióját. A zárójelben szereplő számok a megfelelő 
aminosavak pozícióját mutatják hasonló módon, a teljes hosszúságú fehérje vonatkozásában. A 
PCR primerek révén beépített és a klónozás során használt restrikciós hasítóhelyek neve a 
konstrukciók vázlata alatt látható. A kromofórkötő helyet fekete T-alakú jellel szimbolizáltuk. 
Northern hibridizáció, S1 nukleáz protekciós analízis (S1NPA) 
A viszonylag nagy mennyiségben termelődő CAB mRNS molekulákat Northern 
hibridizációval, a kis mennyiségben előforduló PHYB mRNS molekulákat S1 nukleáz 
protekciós analízissel mutattuk ki (Sambrook és mtsai, 1989). 
Elektroforézissel 15 pg RNS-t frakcionáltunk 1%-os formaldehid agaróz gélben. 
Felvitel előtt az RNS-t 50% formamid jelenlétében denaturáltuk. Az RNS-eket a gélből S&S 
NYTRAN®-N nylon membránra transzferáltuk a Schleicher-Schuell cég által megadott 
instrukciók alapján. A hibridizációhoz próbaként használt DNS fragmentumot (a dohány 
illetve az Arabidopsis CAB cDNS-ek 700-800 bp hosszúságú fragmentumait) random 
primer meghosszabbításával jelöltük [a-32P]-dCTP jelenlétében. A jelölő reakcióhoz az 
Amersham cég Megaprime™ RPN 1606 jelölő kitjét használtuk a mellékelt leírás alapján. A 
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be nem épült nukleotidokat a próbától Sephadex G50 oszlopon történő gélszűréssel 
választottuk el. 
A NYTRAN®-N filtereket 2 órán át előhibridizáltuk 65°C-on 5x SSPE (1x SSPE: 0.18 
M NaCI, 10 mM NaP04 pH: 7.7, 1 mM EDTA), 1% SDS, 5x Denhardt's [1x Denhardt's: 0.02 
% (w/v) fikoll, 0.02 % (w/v) polivinil-pirrolidin, 0.02 % (w/v) BSA], és 100 pg/ml denaturált 
csirkevér DNS tartalmú elegyben. A denaturált próba hozzáadása után a hibridizációt 65°C-
on 16-24 órán át folytattuk. Ezt követően a filtereket csökkenő sókoncentráció mellett 
mostuk (2x SSC - szobahőmérsékleten, 1x SSC - 65°C-on, 0.1x SSC - 65°C-on) 0.1% SDS 
jelenlétében (1x SSC: 0.15 M NaCI, 15 mM Na3-citrát pH: 7.2). A filtereket speciális 
kazettákban exponáltuk egy napig, majd a Phospholmager (Molecular Dynamics) készülék 
segítségével tettük láthatóvá a radioaktív jeleket. A jeleket az ImageQuant (Molecular 
Dynamics) szoftver használatával kvantitáltuk. 
Az S1NPA során a mRNS molekulákhoz többszörös feleslegben adott specifikus, 
egyszálú, radioaktívan jelölt oligonukleotidokat hibridizálunk folyadék fázisban, majd az 
elegyet S1 nukleázzal emésztjük. Az S1 nukleáz az egyszálú nukleinsavakat (a nem-
hibridizált próba) néhány nukleotid hosszúságú fragmentekre hasítja, míg a hibridizálás 
során képződött RNS/DNS kettősszálú hibridet érintetlenül hagyja. A védett fragmentumok 
mennyiségéből következtethetünk a hibridizáló elegyben jelenlevő specifikus mRNS 
molekulák mennyiségére. 
Kísérleteink során szintetikus oligonukleotidokat használtunk próbaként, melyek a 
dohány illetve az Arabidopsis PHYB mRNS molekulák 5' régiójához hibridizáltak. 
NtPHYB próba: 
S'-GGTCCTAACATCAGTTCCAACAGTGAGGATCTCAGGCCGCTCAAGGCTTGGAACTGATTGCAAGAACTCA-S' 
AtPHYB próba: 
5'-CGACGATTGAGCTTGTTCTCCTCCTCTTCGGTTATTAGGAGTGTGACTTGACGACGGTTCCCTGAAAGCT-3' 
Az oligonukleotidok 5' végét T4 polinukleotid kinázzal jelöltük meg [y-32P]-ATP 
jelenlétében, majd a próbát poliakrilamid gélen tisztítottuk (Sambrook és mtsai, 1989). 
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Első lépésben 100 pg RNS-t és 30000 cpm tisztított próbát hibridizáltunk 10 pl S1 
hibridizációs pufferben (0.4 M NaCI, 20 mM PIPES pH: 6.8, 2 mM EDTA, 50 % (v/v) 
formamid) 48 °C-on 16 óráig. Ezt követően a mintákat 160 pl térfogatban emésztettük 1 
egység/pl mennyiségű S1 nukleázzal a gyártó által javasolt pufferben, 25 °C-on 1 óráig. 
Az emésztést 25 pl STOP oldat (4M NH4OAc, 0.1 M EDTA, 200 pg/ml tRNS) 
hozzáadásával állítottuk le. A mintát fenokkloroform 1:1 elegyével extraháltuk, a vizes 
fázishoz 3x térfogatú absz. etanolt adtunk, majd -70 °C-on tartottuk 30 percig. A 
centrifugálás után kapott csapadékot 70 %-os etanollal mostuk, szárítottuk, végül 5 pl 
formamidos felvivő pufferben [80 % (v/v) formamid, 1x TBE (90 mM Tris, 90 mM bórsav, 
2 mM EDTA), 0.05 % (w/v) xilén-cyanol, 0.05 % (w/v) brómfenol-kék] oldottuk fel. A 
mintákat hődenaturáció után 8 %-os denaturáló poliakrilamid gélen futtattuk. A gélt 
vákuum alatt Whatman 3MM szűrőpapírra szárítottuk, majd a Northern analízis során 
alkalmazott módszerrel exponáltuk és értékeltük ki. A kísérleteket legalább kétszer 
megismételtük. A dolgozatban egy-egy reprezentatív adatsor kerül bemutatásra. 
Western-blot analízis (Harter és mtsai. 1993) 
1 g növényi anyagot (csíranövényeket vagy fiatal leveleket) folyékony nitrogénben 
lefagyasztottunk és dörzsmozsárban homogenizáltunk. Az elporított mintára 1 ml 
extrakciós puffert mértünk [100 mM MOPS pH: 7.6, 50 % (v/v) etilén-glikol, 5 mM EDTA, 
14 mM (5-merkapto-etanol, 10 pg/ml leupeptin, 100 pg/ml PMSF]. Miután a megfagyott 
puffer felolvadt, további 2 percig folytattuk a homogenizálást. A törmeléket 
centrifugálással ülepítettük (Sorwall SS34 rotor, 10000 rpm, 20 perc, 4 °C). 200 pl 
felülúszót 1 ml 6x Laemmli SDS puffert [300 mM Tris-HCL pH: 6.8, 60 % (v/v) glicerin, 12 
% (w/v) SDS, 0.6 % (w/v) brómfenol-kék, 200 mM DTT] tartalmazó csövekbe mértünk, 
keverés után 100 °C-on inkubáltuk 3 percig. Ezen a módon elkészített preparátumok - 20 
°C-on tárolva 2-3 hónapig alkalmasak voltak a további vizsgálatokra. A felülúszó 
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megmaradt részéből Bradford módszerével (Bradford, 1976) meghatároztuk a 
preparátumok össz-fehérje tartalmát. 
Mintánként 10 pg össz-fehérjét szeparáltunk 8 %-os poliakrilamid-SDS gélen. Az 
elválasztott fehérjéket elektro-blottal (Bio-Rad, 20 V, 4 h) transzferáltuk polivinil-difluorid 
membránra (Millipore). A filtereket blokkoló pufferben [10% (w/v) tejpor, TBS-Tween ( 50 
mM Tris pH: 9.5, 150 mM NaCI, 0.1 % (v/v) Tween 20)] inkubáltuk szobahőmérsékleten 
1 óráig. A következő lépésben a filtert a megfelelő elsődleges ellenanyag jelenlétében 
(10 pg/ml ellenanyag, 2 % (w/v) tejpor, TBS-Tween) inkubáltuk 4 °C-on 16 óráig. Az 
egyes fehérjék immunodetektálására a következő egérben kifejlesztett monoklonális 
ellenanyagokat használtuk. PHYB: mAT1 (Akira Nagatani laboratóriuma, Japán), PHYA: 
mAR14 (Masaki Furuya laboratóriuma, Japán), GFP: Anti-Green Fluorescent Protein 
(Sigma), LUC: Anti-Luciferase (Sigma), hiszton H2b: anti-H2b (Klaus Harter 
laboratóriuma, Németország). Az inkubáció után a filtert alkalikus-foszfatázhoz kapcsolt 
másodlagos ellenanyaggal inkubáltuk [1:1000 arányban hígított "Anti-Mouse IgG AP-
conjugate", 2 % (w/v) tejpor, TBS-Tween] szobahőmérsékleten 1 óráig. Ezt követően a 
filtert TBS-Tween pufferben, majd alkalikus-foszfatáz szubsztrát pufferben (0.1 M Tris 
pH: 9.5, 1 mM MgCI2) öblítettük át, majd megfelelő szubsztrátoldatban [0.02 % (w/v) 
BCIP, 0.03 % (w/v) NBT, szubsztrát pufferben] inkubáltuk, míg a fehérje-sávok láthatóvá 
nem váltak. A reakciót desztillált vizes öblítéssel leállítottuk, majd a filtert megszárítottuk. 
A filterről digitális felvételt készítettünk, amelyen a jelek intenzitását az ImageQuant 
szoftverrel kvantitáltuk. 
4.3. Transzgenikus növények előállítása 
A megfelelő konstrukciókat hordozó Agrobacterium sejtekkel Nicotiana tabacum 
SR1 növények steril leveleit fertőztük sebzéssel. A leveleket MS táptalajon tartottuk 2 
napig, ezalatt a bináris vektor génkonstrukciókat tartalmazó T-DNS szakasza a sejtek 
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bizonyos százalékában a dohány genomba integrálódott. Ezt követően a leveleket 
higromicinnel és béta-baktillal kiegészített, a hajtások regenerációjának kedvező 
fitohormon tartalmú táptalajra (MS, 1 pg/ml benzil-adenin, 0.1 pg/ml naftil-ecetsav) 
helyeztük át. A béta-baktil megakadályozta a baktériumok szaporodását, a higromicin a 
transzformáns növényi sejtek szelekcióját tette lehetővé. A leveleken kallusz képződött, 
majd 2-3 hét elteltével regenerálódó hajtások jelentek meg. A hajtásokat hormon nélküli, 
de továbbra is megfelelő antibiotikum tartalmú MS táptalajra ültettük át, ahol gyökeret 
fejlesztettek. A kb. 10-15 cm nagyságú , fejlett gyökérzetű növényeket (T1 nemzedék) 
steril földbe ültettük, majd üvegházban neveltük őket magérlelésig. 
Az Arabidopsis növények transzformációja során a Clough és Bent (1998) által 
kifejlesztett virág-infiltrációs módszert alkalmaztuk. A megfelelő Agrobacterium törzset 
karbenicillinnel kiegészített YEB tápoldatban (400 ml) növesztettük szobahőmérsékleten 
2 napig (a stacioner fázis eléréséig). A baktériumokat centrifugálással (Sorwall GSA 
rotor, 3500 rpm, 20 perc, 25 °C) összegyűjtöttük, majd 1 ml 1M MgCI2 oldatban 
szuszpendáltuk őket. Ezt követően lassan, folyamatos keverés mellett 400 ml 5 %-os 
(w/v) szacharóz oldatot, végezetül pedig 40 pl Silwet L-77 oldatot adtunk a baktérium-
szuszpenzióhoz. Ez utóbbi vegyület szilikon-poliéter kopolimerek keveréke, amely az 
általunk használt koncentrációban nem toxikus, viszont fokozza a növényi szövetek 
nedvesíthetőségét, így növeli az Agrobacterium-közvetHeHe géntranszfer hatékonyságát. 
Üvegházban nevelt Arabidopsis növények fiatal virágzatát a fentiek alapján elkészített 
szuszpenzióba merítettük 10 másodpercig, majd fóliával letakarva, magas relatív 
páratartalom mellett tartottuk őket egy napig. Ezalatt a bináris vektor T-DNS szakasza 
(így a T-DNS-be épített génkonstrukció is) különböző sejtek (így pl. a petesejt) 
genomjába integrálódott. Ez azt jelenti, hogy azok az egyedek, amelyek pl. egy 
„transzformáns" petesejt megtermékenyítése révén jönnek létre, valamennyi sejtjükben 
hordozzák az adott transzgént (heterozigóta formában). A transzformációt követően a 
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növényeket tovább neveltük az üvegházban és magot gyűjtöttünk róluk. A magokat 
higromicinnel kiegészített MS táptalajon csíráztattuk, amelyen csak a transzformáns 
egyedek képesek megfelelően fejlődni, így kiválasztásuk viszonylag egyszerű. A 
kiválasztott csíranövényeket (T1 nemzedék) friss táptalajra helyeztük, majd miután 
megerősödtek és megfelelő gyökérzetet fejlesztettek, steril földbe ültettük és 
magérlelésig üvegházban neveltük őket. 
A növényi transzformációs kísérletek során minden konstrukció esetében 15-20 
független transzgenikus vonalat állítottunk elő. A transzgének működését minden 
esetben a T2 nemzedék egyedeiben vizsgáltuk. 
4.4. Fény, fluoreszcens és konfokális mikroszkópia 
A kívánt fénykezelés után a növényi mintákat (csíranövény, levéldarab, 
epidermisz-nyúzat) üveg tárgylemezre cseppentett vízbe helyeztük, fedőlemezzel 
lefedtük, majd egy Axiovert típusú (Zeiss, Németország) fluoreszcens mikroszkóppal 
vizsgáltuk. A GFP molekulákat a mikroszkóp beépített UV fényforrása segítségével és az 
általánosan használt FITC (fluoreszcein izo-tiocianát) filterek alkalmazásával 
gerjesztettük. A reprezentatív sejtekről felvételeket készítettünk (Contax 167 MT kamera, 
Kodak 64T film) a megfigyelés első 5 percében. További számítógépes feldolgozás 
céljából a képeket digitalizáltuk (Nikon LS-1000 szkenner). 
A konfokális képeket egy lézer-pásztázó konfokális mikroszkóp használatával 
készítettük (Leica, Németország; típus: DM RBE TCS4D) a következő paraméterekkel: 
két-csatornás pásztázás argon-kripton lézerrel (gerjesztési hullámhossz: 448 nm), 
nyaláb-osztó: 510 nm, megfigyelő szűrő: 515 nm (Kircherés mtsai, 1999). 
A digitalizált és a konfokális képek minőségét (fényerősség, kontraszt) a 
CorelPhotopaint 8.0 programmal javítottuk, valamint megfelelő feliratokkal, jelekkel láttuk 
el az ábrákat. 
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4.5. In vivo luciferáz enzimaktivitás-meghatározás (Millar és mtsai, 1992b) 
A transzgenikus csíranövényeket 7 napig neveltük steril MS táptalajon 12 h fény 
(60-70 pM/m2/s) / 12 h sötét fotoperiodus mellett, 22 °C-on. A mérés kezdete előtt 36, 24 
és 12 órával a növényeket 5mM luciferin oldattal permeteztük le. A mérés valamennyi 
esetben a csíráztatást követő 8. napon indult, a fényfázis kezdetén (ZT 0). A vizsgálat 
során nagy érzékenységű, folyékony nitrogénnel hűtött CCD kamerával (Princeton 
Instruments, USA) digitális felvételeket készítettünk a csíranövényekről 2 óránként, 4-5 
napon keresztül. Az LD (light/dark) mérések során a nevelés alatt fennálló fény/sötét 
körülményeket tartottuk fenn továbbra is. Az LL (light/light) mérések során a növényeket 
a fényfázis végének megfelelő időpontban (ZT 12) folyamatos fényre, a DD (dark/dark) 
mérések során pedig folyamatos sötétre helyeztük. A digitális felvételeken a MetaView 
program (Universal Imaging, USA) segítségével meghatároztuk és kvantitáltuk a 
csíranövényekből származó fény mennyiségét, amely a luciferáz aktivitás adott 
időpontban mérhető szintjével arányos érték. A kamera hátterével korrigált relatív 
aktivitásértékeket az idő függvényében ábrázolva kaptuk meg az egyes konstrukciók 
kifejeződésének időbeli mintázatát a különböző fényviszonyok (LD, LL, DD) között. A 
méréseket konstrukciónként 3-4 független transzgenikus növényvonalon is elvégeztük 
többszöri ismétléssel. Valamennyi kísérlet során nagyon hasonló eredményeket kaptunk, 
a dolgozatban egy-egy reprezentatív ábra-sorozat kerül bemutatásra. 
4.6. Fénykezelések 
A fénykezelések során a Quantum Devices Inc. (USA) LED lámpákat tartalmazó Snap-
Lite™ moduljait használtuk monokromatikus fényforrásként. Az emittált fény 
hullámhossza, ill. a kezelések során alkalmazott fényintenzitás a következő volt: vörös 
(665 ± 15 nm): ~ 40 pmol foton/m2/s; távoli vörös (722 ± 15 nm): ~ 20 pmol foton/m2/s. 
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5. EREDMÉNYEK 
5.1. Transzgének, transzgenikus növények előállítása a transzlokáció vizsgálatára 
Az általánosan használt in vitro DNS manipulációs technikák alkalmazásával a rizs 
PHYA, valamint a dohány PHYB cDNS-eket összeépítettük a GFP cDNS-el, valamint a 
karfiol mozaik vírus 35S promóterével a módszertani fejezetben ismertetett módon. 
Hasonló módon készítettük el a dohány PHYB cDNS egy mutáns verzióját (PHYB*) 
tartalmazó konstrukciót is. A mutáció a kromofór-kötésben esszenciális szerepet játszó 
cisztein aminosavat kódoló triplettet módosítja alanint kódoló tripletté. A promóter-cDNS-
GFP konstrukciókat Agrobacterium-közvetHeWe transzformációval dohánynövényekbe 
juttattuk, majd transzgéneket hordozó transzgenikus növényeket regeneráltattunk. A 
konstrukciók kifejeződését fehérje-szinten, rizs PHYA-, ill. dohány PHYB-specifikus 
ellenanyagokkal végzett Western analízissel ellenőriztük. A 5.1./A ábrán látható a további 
vizsgálatokra kiválasztott transzgenikus vonalakon végzett analízis eredménye. A várt 
méretű fúziós fehérjék egyértelműen detektálhatóak voltak a transzformált növényekből 
készített össz-fehérjekivonatokban. Ezen túlmenően, a PHYB-GFP protein mennyisége az 
adott vonalban összevethető volt az endogén PHYB fehérje mennyiségével (3-4. sáv). A 
következő lépésben azt kívántuk megvizsgálni, hogy a PHY-GFP fúziós fehérjék 
biológiailag aktív PHY fotoreceptorokként működnek-e a növényi sejtekben, ezért a 
transzgenikus növényeken olyan fenotipikus jegyek megjelenését kerestük, amelyek 
bizonyítottan a PHYA, ill. a PHYB túltermeltetésének a következményei. A PHYA-GFP 
fehérjét termelő növényeket folyamatos fehér fénybe helyezve az internodiumok 
megnyúlásának gátlását tapasztaltuk a transzformálatlan, kontroll növényekhez viszonyítva 
(5.1./B ábra). E jelenség a PHYA receptorok túltermeltetésének ismert következménye. A 
PHYB receptor által szabályozott egyik legismertebb folyamat a csíranövények hipokotil-
elongációjának intenzitás-függő gátlása folyamatos vörös fényben, sötétben nevelt 
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5.1. ábra. A PHYA-GFP és PHYB-GFP fúziós fehérjék biológiailag aktív 
fotoreceptorok. 
A: Transzgenikus dohánynövényekben termeltetett PHY-GFP fúziós fehérjék kimutatása 
Western analízissel. A fehérje kivonatok 8 napos etiolált nem transzformált kontroll (1.és 3. 
sáv), ill. PHYA-GFP (2. sáv), PHYB-GFP (4. sáv), vagy PHYB*-GFP (5. sáv) fúziós fehérjéket 
termelő transzgenikus dohány csíranövényekből készültek. A PHYA-GFP fehérjék 
detektálása a rizs PHYA-specifikus mAR14 ellenanyaggal (2. sáv), a PHYB, PHYB-GFP és 
PHYB*-GFP fehérjék kimutatása a PHYB-specifikus mAT1 ellenanyaggal történt (3.,4.,5. 
sáv). A panel jobb oldalán feltüntettük a molekulasúlymarker megfelelő méretű sávjainak 
pozícióját kDa-ban kifejezve, valamint nyíllal jelöltük a PHY-GFP fúziós fehérjék sávjait. 
B: Intemódiumok megnyúlásának kvantitatív analízise nem transzformált (kontroll, n=7) és 
PHYA-GFP fúziós fehérjét termelő transzgenikus dohánynövényeken (n=12). A növényeket 
4-5 hétig neveltük 16h fény / 8h sötét fotoperiódus mellett, majd folyamatos fehér fénybe 
helyeztük őket további 9 napig. Az ábrán az újonnan kifejlődött intemódiumok relatív hosszát 
ábrázoltuk, a transzgenikus növényeken, ill. a kontroll növényeken mért értékek 
hányadosaként. 
C: Nem transzformált (kontroll), valamint PHYB-GFP, ill. PHYB*-GFP fúziós fehérjéket 
kifejező dohány csíranövények hipokotil-megnyúlásának kvantitatív analízise. A növényeket 
nedves szűrőpapíron csíráztattuk és neveltük 6 napig folyamatos vörös fényben [40 pmol 
foton/m2/s (fehér oszlop), ill. 4 pmol foton/m2/s (fekete oszlop) intenzitás mellett], valamint 
sötétben. Az ábrán a hipokotilszegmensek relatív hosszát ábrázoltuk a sötétben, ill. a 
különböző fényintenzitások mellett nevelt csíranövényeken mért értékek hányadosaként. A 
sötétben nevelt növények átlagos hipokotilhosszát a panel bal felső sarkában tüntettük fel. 
Valamennyi esetben 50-60 csíranövény hipokotilhosszát határoztuk meg. 
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csíranövényekhez hasonlítva. A kiválasztott, PHYB-GFP proteint kifejező növényeket 
folyamatos vörös fényben, ill. sötétben csíráztattuk, kontroll, nem transzformált növényekkel 
együtt. A hipokotilhossz-mérések eredményeit az 5.1.IC ábrán foglaltuk össze. 
Megfigyelhető, hogy közel azonos mértékű gátlás eléréséhez a PHYB-GFP fehérjét 
termelő csíranövények esetében közel tízszer alacsonyabb intenzitású vörös fény is 
elegendő volt, mint a kontroll növényeknél. A kromofór kötésére képtelen PHYB*-GFP 
fehérjét termelő növények, várakozásainknak megfelelően, a kontrollhoz hasonló módon 
viselkedtek az adott körülmények között. Kimutattuk tehát, hogy a rizs PHYA-GFP és a 
dohány PHYB-GFP fúziós fehérjék biológiailag aktív fotoreceptorként működnek 
dohánynövényekben. 
5.2. A PHYA-GFP és a PHYB-GFP fehérjék a sejtmagban találhatóak fényen nevelt 
dohánynövényekben 
Az előző kísérletek során analizált és kiválasztott transzgenikus növényeket 
fény/sötét fotoperióduson neveltük, majd a fényszakasz alatt fluoreszcens mikroszkópiával 
vizsgáltuk a PHYA-GFP, ill. a PHYB-GFP proteinek sejten belüli eloszlását különböző korú 
növények különböző szerveiben (5.2. ábra). 
A PHYA-GFP protein valamennyi vizsgált sejttípusban (epidermisz, sztóma zárósejt, 
trichoma) detektálható volt a sejtmagban (A-F panelek), valamint jóval kisebb mértékben, 
de a citoplazmában is. A fúziós fehérjét jelző zöld fluoreszcencia nem homogén 
eloszlásban látszott a sejtmagban (vagy a citoplazmában), hanem göböket képezve, 
fluoreszkáló foltokba koncentrálódva. 
A zöld színben fluoreszkáló PHYB-GFP fehérjéket szintén könnyen detektálhattuk 
különböző típusú sejtek (sztóma zárósejt, hipokotil sejt, gyökérszőr sejt) sejtmagjában (G-L 
panelek). A PHYA-GFP eloszlásához hasonlóan a PHYB-GFP fluoreszcencia is foltokban 
koncentrálódott. Ugyanakkor, a PHYA-GFP eloszlásától eltérően, egy esetben sem 
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5.2. ábra. A PHYA-GFP és PHYB-GFP fúziós fehérjék sejten belüli eloszlása fényen nevelt 
transzgenikus dohánynövényekben. 
Az A,B és C paneleken PHYA-GFP fehérjéket termelő növények különböző sejtjeinek fluoreszcens 
felvételei láthatók, a D,E és F panelek a megfelelő fénymikroszkópos felvételeket mutatják. 
A,D: epidermisz sejt; B,E: sztóma zárósejtek; C,F: trichoma sejt. 
A G, H és I paneleken PHYB-GFP fehérjéket termelő növények sejtjeiről készült fluoreszcens, a J, K és L 
paneleken pedig ugyanazon sejtekről készült fénymikroszkópos felvételek láthatók. 
G,J: sztóma zárósejtek; H,K: hipokotilsejtek; l,L: gyökérszőr sejt. 
Az M, N és O paneleken egy PHYB-GFP fehérjét termelő növény ugyanazon hipokotilsejtjéről készült 
képek láthatók. M: kezeletlen növényről készült fluoreszcens kép; N: DAPI-festés után készült 
fluoreszcens kép; O: fénymikroszkópos referencia-kép. 
A képeken jelöltük a sejtmagokat (sm), néhány kloroplasztiszt (pl), valamint a citoplazmában található 
fluoreszcens foltokat (cf). Az egyes képek bal alsó sarkában látható vonalak 20 pm-nek felelnek meg. 
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észleltük PHYB-GFP-foltok megjelenését a citoplazmában. 
A fúziós fehérjék sejtmagi lokalizációját két módon is megerősítettük. Egy PHYB-
GFP fehérjét kifejező csíranövény hipokotilsejtjében azonosítottuk a sejtmagot, ugyanitt 
kimutattuk a PHYB-GFP fluoreszkáló foltjait, majd DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) 
festékkel specifikusan megjelöltük a vizsgált sejtmagot (M-0 panelek). Látható, hogy a 
PHYB-GFP fluoreszcencia valóban a sejtmagnak megfelelő helyen található. Az eddigi 
adatok alapján azonban még nem dönthető el, hogy a fúziós fehérjék a magmembrán külső 
felszínére tapadva, vagy a sejtmag belső terében elhelyezkedve alkotják a fluoreszkáló 
foltokat. Ezért a sejteket egy finomabb felbontást biztosító módszerrel, lézer-pásztázó 
konfokális mikroszkópiával is megvizsgáltuk (5.3. ábra). E módszer a nagy felbontás mellett 
a minta optikai „szeletelését" is lehetővé teszi, vagyis alkalmazásával a kísérlet tárgyát 
ultravékony metszetek készítése nélkül néhány mikronos rétegenként átvizsgálhatjuk. E 
módszerrel fluoreszcens felvételsorozatokat készítettünk PHYA-GFP (A-D panelek) és 
PHYB-GFP (E-H panelek) proteineket termelő növények sejtjeiről, mintegy 1,5 pm-enként 
léptetve a megfigyelés síkját. Ha a fúziós fehérjék a magmembránhoz tapadnak, akkor a 
fluoreszkáló foltok a membrán körvonalán, rendezetten helyezkednek el, koncentrikus 
alakzatokat formálva az egymást követő felvételeken. A felvételek ezzel szemben azt 
bizonyítják, hogy a fúziós fehérjék rendezetlen elhelyezkedésű foltokat képezve, mindig a 
sejtmagon belül találhatók az adott körülmények között. A felvételeken megfigyelhető 
továbbá, hogy a PHYB-GFP protein kisebb számú, de nagyobb méretű foltot képez a 
sejtmagban, mint a PHYA-GFP. 
5.3. A PHYA-GFP és a PHYB-GFP fúziós fehérjék sejten belüli eloszlását a besugárzó 
fény minősége (hullámhossza) szabályozza 
Etiolált, vagy sötét-adaptált (min. 48 h sötétben) növények sejtmagjaiban, 
ellentétben a fényen nevelt növényekkel, nem észleltük sem a PHYA-GFP, sem a PHYB-
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5.3. ábra. A PHYA-GFP és PHYB-GFP fúziós fehérjék sejtmagon belüli eloszlásának vizsgálata 
konfbkális lézer-pásztázó mikroszkópiával. 
Fényen nevelt PHYA-GFP (A-D), ill. PHYB-GFP (E-H) fehérjéket termelő növények trichoma sejtjeiben 
vizsgáltuk a fúziós fehérjék sejten belüli eloszlását. Az egyes képek elkészítése között a megfigyelés 
síkját (fókusz-sík) 1.5 pm-enkét változtattuk, így az egymást követő 4 kép a minta térben egymást 
követő (optikai) szeleteit reprezentálja. 
Szaggatott vonallal megrajzoltuk a sejtmagok (sm) ill. a felső panel esetében a sejtfal körvonalait. A 
megjelenő/eltűnő fluoreszkáló foltok közül a kisebb, sejtmagban elhelyezkedők a PHY-GFP fehérjéket, 
míg a nagyobb, citoplazmában találhatók (pl, pH, pl2) a kloroplasztiszokat jelzik. Az egyes képek bal 
alsó sarkában látható vonalak 20 pm-nek felelnek meg. 
A konfokális lézer-pásztázó mikroszkópiával fekete-fehér képek készíthetők. Az itt bemutatott képeket 
vörössel álszíneztük, ezért látszanak egységes vörös színben a kloroplasztiszok és a sejtmagi 
fluoreszkáló foltok is. 
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GFP fúziós fehérjék jelenlétét (5.4./A, 5.5./A-B ábrák). Vörös fénnyel történő besugárzás 
mindkét fúziós fehérje sejtmagi transzlokációját indukálta, de meglehetősen eltérő 
kinetikával. A PHYA-GFP fehérjét termelő növények esetében 5 perces vörös impulzus 
után már 15 perccel a fluoreszkáló foltok megjelentek a sejtmagban (5.4./B ábra). A PHYB-
GFP fehérje csak mintegy 2 órával az 5 perces vörös impulzus után akkumulálódott 
mérhető szinten a magban (5.5./C ábra). A rövid vörös besugárzás a PHYA-GFP-t termelő 
növények esetében a citoplazmatikus foltok kialakulását is indukálta (5.4./B ábra), míg ezt a 
PHYB-GFP-t kifejező növényekben egy esetben sem tapasztaltuk (5.5./C ábra). 
Etiolált (PHYA-GFP- vagy PHYB-GFP-termelő) növényeket távoli-vörös fénnyel 
megvilágítva jelentős különbséget találtunk a két fúziós fehérje viselkedésében. A PHYA-
GFP protein 15 perccel az 5 perces távoli-vörös megvilágítás után detektálható volt a 
sejtmagban, ugyanakkor citoplazmatikus foltok nem alakultak ki (5.4./C ábra). Ezzel 
ellentétben a PHYB-GFP protein hosszabb idejű, vagy ismételt távoli vörös impulzusok 
hatására sem jelent meg a sejtmagban (5.5./D ábra). Az eddigi eredményekkel 
összhangban, a PHYB-GFP vörös fény-indukálta felhalmozódása a sejtmagban gátolható 
volt a vörös impulzust követő távoli-vörös besugárzással (5.5./E), míg ez a PHYA-GFP 
esetében nem érvényesült (5.4./D). 
Az adatok világosan jelzik a fitokróm rendszer szerepét a vizsgált fúziós fehérjék 
sejtmagi importjának szabályozásában, de ezen túlmenően azt is mutatják, hogy a fitokróm 
rendszer a PHYA-GFP transzlokációját az ún. VLF fényválasz, míg a PHYB-GFP sejtmagi 
akkumulációját az ún. LF válasz törvényszerűségei szerint regulálja. 
A PHYA-GFP fehérjék sejtmagi importjának kinetikáját részletesebben is vizsgáltuk. 
Az etiolált csíranövényeket a mikroszkóp alá helyezve, a fénymikroszkópos megfigyelésre 
használt lámpa fehér fényével világítottuk meg őket, majd folyamatosan követtük a 
fluoreszcencia megjelenését. A megvilágítás után 2 perccel fluoreszkáló foltok jelentek meg 
a citoplazmában, de a sejtmagban még nem (5.4./E-F ábra). További 20 perc elteltével a 
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5.4. ábra. A PHYA-GFP sejten belüli eloszlásának szabályozása VLF (Very Low Fluence) jellegű 
fényválasz. 
A-D: PHYA-GFP fehérjét termelő transzgenikus dohánynövények trichoma-sejtjeinek fluoreszcens 
felvételei. A növényeket a vizsgálat előtt 3 napig sötétben tartottuk (A), majd a következő 
fénykezeléseknek vettük alá őket. B: vörös fény, 5 perc; C: távoli vörös fény, 5 perc; D: 5 perces vörös 
fénykezelést közvetlenül követő 5 perc távoli vörös besugárzás.A megvilágítás után a növényeket sötétbe 
helyeztük,a felvételeket 20 perccel a fénykezelések kezdete után készítettük. 
E-F: PHYA-GFP fehérjét termelő transzgenikus dohánynövényeket 3 napig sötétben tartottunk, majd a 
mikroszkóp tárgyasztalára helyezve őket a készülék fényforrásának (fehér fény) fényével világítottuk meg 
őket. A besugárzás ideje alatt történt eseményeket egy adott trichoma-sejtben követtük nyomon. A 
citoplazmatikus (E), ill. a sejtmagi (F) sík 2 perc megvilágítás után. G: sejtmagi sík 20 perc megvilágítás 
után. 
H: a PHYA-GFP fúziós fehérje integritásának ellenőrzése Western analízissel, összfehérje-mintákat 
izoláltunk PHYA-GFP fehérjéket termelő (2., 3. sáv), ill. nem transzformált, kontroll (4.sáv) dohány-
növényekből. A növényeket 3 napig sötétben tartottuk (2. sáv), vagy a sötétadaptációt követően 5 percig 
vörös fénnyel világítottuk meg, majd 15 percre újra sötétbe helyeztük a fehérjeizolálást megelőzően (3., 4. 
sáv). Az 1. sáv 20 ng tisztított GFP fehérjét, míg a 2.-4. sáv 20 mg össz-fehérjét tartalmaz. A fúziós 
proteineket GFP-specifikus ellenanyaggal detektáltuk. A molekulasúly-markerek pozícióját a panel jobb 
oldalán számokkal jelöltük (kDa). Nyíl mutatja a PHYA-GFP fúziós fehérjék sávjának pozícióját. 
A képeken jelöltük a sejtmagokat (sm), néhány kloroplasztiszt (pl), valamint a citoplazmában található 
fluoreszcens foltokat (cf). Az egyes képek bal alsó sarkában látható vonalak 10 pm-nek felelnek meg. 
5.5. ábra. A PHYB-GFP sejten belüli eloszlásának szabályozása LF (Low Fluence) jellegű 
fényválasz. 
A-D: PHYB-GFP fehérjét termelő transzgenikus dohánynövények hipokotilsejtjeinek fluoreszcens 
felvételei. A növényeket a vizsgálat előtt 11 napig sötétben csíráztattuk (A), majd a következő, 
óránként (összesen háromszor) megismételt fénykezeléseknek vetettük alá őket B: vörös fény,5 
perc; C: távoli vörös fény, 5 perc; D: 5 perces vörös fénykezelést közvetlenül követő 5 perc távoli 
vörös besugárzás. A megvilágítás után a növényeket sötétbe helyeztük,a felvételeket 20 perccel az 
utolsó fénykezelés kezdete után készítettük. 
A képeken jelöltük a sejtmagokat (sm), néhány etioplasztiszt (pl), valamint a sejtmagban található 
fluoreszcens foltokat (cf). Az egyes képek bal alsó sarkában látható vonalak 10 pm-nek felelnek 
meg. 
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PHYA-GFP proteinek a magban is észlelhetővé váltak. 
Mivel a fúziós fehérjék eloszlását a zöld fluoreszcencia alapján határoztuk meg, ki 
kellett zárnunk annak lehetőségét, hogy a fényindukciót követően a GFP proteolízis révén 
lehasad a fúziós fehérjéről, vagyis a megfigyelt fluoreszcencia nem(csak) a PHY-GFP 
proteinekből, hanem részben vagy teljesen a szabad GFP molekulákból származik. Ezért 
össz-fehérje kivonatot készítettünk a PHYA-GFP proteint kifejező csíranövényekből etiolált 
állapotban, ill. vörös fénnyel történt besugárzás után. A kivonatokban GFP-specifikus 
ellenanyaggal végzett Western-analízissel ellenőriztük a fúziós fehérjék integritását. Az 
5.4./H ábrán látható a PHYA-GFP proteint reprezentáló nagy molekulasúlyú jel, mind az 
etiolált (2. oszlop), mind a vörös-kezeit mintákban (3. oszlop). Ugyanakkor, a szabad GFP 
fehérje molekulasúlyának megfelelő jelet nem detektáltunk sem ezekben (2. és 3. oszlop), 
sem a kontroll, nem transzformáns növényekből származó mintákban (4. oszlop). Az 
adatok azt bizonyítják, hogy a GFP fluoreszcencia fényfüggő sejtmagi felhalmozódását 
túlnyomórészt az intakt PHYA-GFP fúziós fehérjék sejtmagba irányuló transzportja okozza. 
5.4. A kromofór kötésére képtelen PHYB*-GFP fúziós fehérje a fényviszonyoktól 
függetlenül a citoplazmában található 
A kapott adatok értékelése során felmerült a kérdés, hogy a sejtmagba történő 
transzlokációhoz feltétlenül szükséges-e a Pr-»Pfr konformációváltozás, vagy a transzport 
független a fitokrómok fotobiológiai aktivitásától. E kérdés eldöntésére hoztuk létre a 
korábban már leírt 35S(2x)::PHYB*-GFP konstrukciót, majd a PHYB*-GFP fúziós fehérjét 
kifejező transzgenikus növényeket. Mivel a kialakított pontmutáció következtében a PHYB* 
receptor nem képes a kromofór csoport megkötésére, alkalmatlanná válik 
fényabszorbcióra, így az azt követő konformációváltozásra is: fotobiológiai szempontból 
inaktív mutáns PHYB receptor jött létre, amely az aktív vad típusútól egyetlen aminosavban 
különbözik. Ez az oka annak, hogy noha a kiválasztott egyedekben a PHYB*-GFP fehérje 
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viszonylag magas szinten fejeződött ki (5.1./B ábra, 5. oszlop), mégsem okozott PHYB 
túltermelésre utaló fenotipikus változást (5.1./C ábra). A PHYB*-GFP protein jelenlétére 
utaló fluoreszcens jelet a fényviszonyoktól függetlenül egyetlen esetben sem detektáltunk a 
sejtmagban. A fúziós fehérjét kiugróan magas szinten termelő növények sejtjeiben viszont 
a citoplazma halvány, egyenletes eloszlású fluoreszcenciáját tapasztaltuk, ismét a 
fényviszonyoktól független módon (5.6./A-B ábra). Az eredmények tehát azt bizonyítják, 
hogy a PHYB receptornak fotobiológiailag aktívnak, fotokonverzióra képesnek kell lennie 
ahhoz, hogy fény hatására a sejtmagba transzponálódhasson. 
5.5. A csonka (N-terminális vagy C-terminális) PHYB-GFP fúziós fehérjék konstitutív 
módon a citoplazmában vagy a sejtmagban találhatók 
Az aktív sejtmagi importfolyamatok megfelelő működéséhez legalább egy 
funkcionális nukleáris lokalizációs szignál (NLS) jelenléte szükséges az adott transzportált 
fehérjében. Feltételeztük, hogy ez a protein-motívum a PHY fehérjékben is megtalálható és 
fontos szerepet játszik a fotoreceptorok sejten belüli elhelyezkedésének szabályozásában. 
Ezért következő kísérleteinkben azt vizsgáltuk, hogy a PHYB fehérje egyes részeinek 
eltávolítása (ami adott esetben a feltételezett NLS motívum eltávolítását is eredményezi) 
milyen hatással van a csonka PHYB protein citoplazmatikus/sejtmagi megoszlására. Mivel 
a feltételezett motívum helye a PHYB fehérjén belül ismeretlen volt, két, nagy kiterjedésű 
deléciót hordozó konstrukciót készítettünk, amelyek felhasználásával különböző csonka 
PHYB-GFP fúziós fehérjéket termeltettünk transzgenikus dohánynövényekben. Az N-
PHYB-GFP fúziós protein a PHYB fehérje N terminális felét, a C-PHYB-GFP protein a 
PHYB C-terminális felét tartalmazta. A két fúziós fehérje egyike sem rendelkezett a PHYB 
biológiai aktivitásával. Az N-PHYB-GFP fúziós proteint (amely tartalmazza a kromofór-kötő 
helyet) egyetlen esetben sem detektáltuk a sejtmagban, attól függetlenül, hogy sötétben 
vagy fényben tartott növényeken végeztük a megfigyelést. A PHYB*-GFP esetéhez 
5.6. ábra. A kromofór kötésére képtelen PHYB*-GFP fúziós 
fehérje konstitutív citoplazmatikus lokalizációja. 
PHYB*-GFP fehérjéket termelő transzgenikus dohánynövényeket 3 
napig sötétben tartottunk (A), majd óránként 5 percig vörös fénnyel 
világítottuk meg őket (összesen 3 alkalommal) és újra sötétbe helyeztük 
őket (B). A fluoreszcens felvételeket 20 perccel az utolsó fenykezelés 
kezdete után készítettük reprezentatív trichoma sejtekről. 
A képeken megjelöltük a sejmagokat (sm), valamint néhány 
kloroplasztiszt (pl). A képek bal alsó sarkában látható vonalak 20 pm-
nek felelnek meg. 
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5.7. ábra. A PHYB fehérje C-terminális felét tartalmazó C-PHYB-
GFP fúziós fehérje konstitutív sejtmagi lokalizációja. 
C-PHYB-GFP fehérjéket termelő transzgenikus dohánynövényeket 3 
napig sötétben tartottunk (A), majd óránként 5 percig vörös fénnyel 
világítottuk meg őket (összesen 3 alkalommal) és újra sötétbe helyeztük 
őket (B). A fluoreszcens felvételeket 20 perccel az utolsó fénykezelés 
kezdete után készítettük reprezentatív trichoma sejtekről. 
A képeken megjelöltük a sejmagokat (sm), a sejtmagban található 
fluoreszkáló foltokat (smf), valamint néhány kloroplasztiszt (pl). A képek 
bal alsó sarkában látható vonalak 20 pm-nek felelnek meg. 
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hasonlóan, egyes transzgenikus vonalakban, amelyekben magas szinten termelődött az N-
PHYB-GFP fehérje, a citoplazma gyenge, egyenletes fluoreszcenciáját figyeltük meg, ami 
arra utal, hogy ez a fúziós fehérje a fényviszonyoktól függetlenül a citoplazmában található. 
Ezzel szemben a C-PHYB-GFP protein sötétben és fényben egyaránt a sejtmagban volt 
megfigyelhető (5.7./A-B ábra), érdekes módon hasonló foltokat formálva, mint azt a PHYB-
GFP esetében tapasztaltuk. Eredményeink alapján feltételezhetjük, hogy az NLS motívum 
a PHYB molekula C-terminális szakaszán található. Valószínűsíthető továbbá, hogy a 
fehérje N-terminális szakasza tartalmaz olyan motívumokat, amelyek fontosak az NLS 
funkciójának feltehetően gátló jellegű szabályozásában. 
5.6. Kiméra-konstrukciók készítése a promóteraktivitás tanulmányozására 
A dohány fitokróm A (NtPHYA), B (NtPHYB) valamint az Arabidopsis fitokróm B 
(AtPHYB) gének promótereiből és a szentjánosbogár luciferáz génjét (LUC) kódoló cDNS-
ből működőképes géneket állítottunk elő a módszertani fejezetben ismertetett módon. A 
konstrukciókat megfelelő gazdanövényekbe (dohány vagy Arabidopsis) transzformáltuk, 
majd a transzgenikus egyedek T2 nemzedékének csíranövényeiben vizsgáltuk a 
transzgének kifejeződését. A promóterek elvileg olyan idő- és térbeli expressziós mintázatot 
biztosítanak a velük összeépített riportergénnek, mint saját génjüknek. így a luciferáz enzim 
aktivitásának meghatározásával megállapítható, hogy melyik promóter milyen szövetekben, 
mikor aktív. A luciferáz mRNS és fehérje is nagyon bomlékony, ezért végső soron a 
luciferáz enzim aktivitása pontosan követi az adott promóter aktivitásának aktuális 
változásait (Millar és mtsai, 1992b). 
A luciferáz enzim aktivitásának meghatározását folyékony nitrogénnel hűtött, nagy 
érzékenységű CCD kamerával végeztük, mivel az enzimreakció számunkra érdekes, 
mérhető terméke a fény. Az egyes konstrukciókat hordozó csíranövényeket luciferinnel (a 
luciferáz enzim szubsztrátja) lepermeteztük, majd a kamerával felvételeket készítettünk a 
5.8. ábra. Különböző fitokróm gének szövetspecifikus kifejeződése. 
A megfelelő fitokróm promóter::luciferáz konstrukciókat hordozó transzgenikus 
dohány (A: NtPHYA::LUC, B: NtPHYB::LUC), íII Arabidopsis (C: AtPHYB::LUC) 
csíranövényeket 12h fény/12h sötét fotoperióduson neveltük 2 (A,B), ill. 1 (C) hétig. 
A csíranövényeket luciferin oldattal lepermeteztük, majd normális megvilágítás 
mellett referencia-felvételeket készítettünk róluk (lent). Ezt követően ugyanezeket a 
növényeket sötétbe helyeztük, majd jelentősen hosszabb expozícióval rögzítettük a 
megfelelő lumineszcens felvételeket (fent). A képeket a könnyebb vizuális 
összehasonlítás érdekében álszíneztük: a sötétlila alacsony aktivitást, a piros, vagy a 
fehér magas, illetve nagyon magas aktivitást jelent. A skála a jobb szélső kép felső 
sarkában látható. 
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csíranövényekről, mint az az 5.8. ábrán látható. Megállapítottuk, hogy az NtPHYA::LUC 
transzgén főként a hipokotilban és a gyökércsúcsokban aktív; az NtPHYB::LUC konstrukció 
kizárólag a levelekben és a hipokotil felső részében működik; az AtPHYBr.LUC pedig 
alacsony szinten, de valamennyi szövetben kifejeződik. Ezek a megfigyelések teljesen 
megfelelnek az adott gének szövetspecifitásáról kapott korábbi adatainknak (Ádám és 
mtsai, 1994,1996; Somers és Quail, 1995a). 
5.7. A PHYB gének transzkripcióját a cirkadián óra szabályozza 
NtPHYB::LUC, NtPHYA::LUC valamint NtCAB2::LUC konstrukciókat hordozó 
dohány csíranövényeket neveltünk 2 hétig 12h fény / 12h sötét ciklusokban, majd a fény-
körülményeket megtartva, követtük a luciferáz aktivitás időbeni változását (5.9./A ábra). Az 
NtCAB2::LUC csíranövények kontrollként szolgáltak a mérések során, mivel e konstrukció 
kifejeződése meglehetősen ismert, a legváltozatosabb fényviszonyok mellett részletesen 
leírták (Miliar és mtsai, 1992a; Kolar és mtsai, 1998). Mind az NtPHYA::LUC, mind az 
NtPHYB::LUC határozott diurnális ritmust mutatott: a maximum a sötét/fény átmenetnél, 
míg a minimum a fény/sötét átmenetnél jelentkezett. Az NtCAB::LUC diurnális ritmusának 
fázisa 2-4 órás késéssel követte a fitokrómok ritmusát. Az NtPHYA::LUC diurnális ritmusa 
nem meglepő, hisz a PHYA gének kifejeződését általában a fény erősen gátolja. Ezért 
emelkedik az aktivitás sötétben és kezd el csökkenni, mihelyt fényt lát a csíranövény. A 
PHYB génekről viszont eddig úgy tudtuk, hogy konstitutív módon, fénytől függetlenül 
fejeződnek ki (Somers és Quail, 1995b; Ádám és mtsai, 1996). Ezért volt meglepő, hogy 
diurnális ritmusa kétszer nagyobb amplitúdót mutatott, mint a CAB-é. 
A fent említett módon nevelt csíranövényeket állandó fénybe (5.9./B ábra), vagy 
állandó sötétbe (5.9./C ábra) helyezve is elvégeztük a méréseket. Az NtPHYB::LUC 
aktivitása mindkétféle megvilágításnál határozott ritmust mutatott, az NtCAB::LUC-hoz 
nagyon hasonló módon. 
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5.9. ábra. Dohány PHY::LUC transzgének cirkadián expressziója. 
NtPHYB::LUC (•), NtPHYA::LUC ( # ) és kontrollként NtCAB2::LUC (A) transzgéneket hordozó 
dohány csíranövényeket neveltünk 12 h fény/12 h sötét fotoperióduson 2 hétig. Ezt követően, 
A: a fényviszonyokat megtartva mértük a konstrukciók transzkripciós mintázatát a luciferáz emzim 
aktivitásának 2 óránkénti meghatározásával. 
B: a növényeket állandó fényre helyeztük, a méréseket az utolsó sötét/fény átmenettől kezdtük (ZT 0). 
C: a növényeket az utolsó fény/sötét átmenet után állandó sötétbe helyeztük. A méréseket ez esetben 
is az utolsó sötét/fény átmenettőll (ZT 0) kezdtük. 
Az idő-tengely feletti sávok az uralkodó fényviszonyokat szimbolizálják: fehér = fény, fekete = sötét. 
5.10. ábra. Az Arabidopsis PHYB::LUC transzgén cirkadián expressziója. 
AtPHYB::LUC ( • ) és kontrollként AtCAB2::LUC (A) transzgéneket hordozó 
csíranövényeket neveltünk 12 h fény/12 h sötét fotoperióduson 7 napig. Ezt követően, 
A: a növényeket állandó fényre helyeztük, a méréseket az utolsó sötét/fény átmenettől 
kezdtük (ZT 0). 
B: a növényeket az utolsó fény/sötét átmenet után állandó sötétbe helyeztük. A 
méréseket ez esetben is az utolsó sötét/fény átmenettől (ZT 0) kezdtük. 
Az idő-tengely feletti sávok az uralkodó fényviszonyokat szimbolizálják: fehér = fény, 
fekete = sötét. 
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Az NtPHYA::LUC állandó fényben nagyon alacsony amplitúdójú ritmust mutatott, 
állandó sötétben viszont aritmiásnak tűnt. 
Hasonló méréseket végeztünk az AtPHYB::LUC konstrukciót hordozó Arabidopsis 
csíranövényeken: 12h fény / 12h sötét fotoperíóduson neveltük őket 7 napig, majd állandó 
fényben (5.10./A ábra) vagy sötétben (5.10./B ábra) mértük a luciferáz enzim aktivitását. E 
kísérletek kontrolljaként az AtCAB2::LUC konstrukciót hordozó Arabidopsis növények 
szolgáltak (Millarés mtsai, 1991,1992b). 
Megállapítottuk, hogy állandó fényben az AtPHYB::LUC alacsonyabb amplitúdóval 
és néhány órával korábbi fázisban ritmizál, mint az AtCABr.LUC. Állandó sötétben is 
felismerhető volt a ciklikus kifejeződés, viszont az expresszió szintje a kísérlet ideje alatt 
végig emelkedett, éles ellentétben a sötétben gyorsan lecsengő CAfí-expresszióval. 
Eddig ismertetett adataink alapján tehát a cirkadián óra szabályozza az NtPHYB és 
AtPHYB gének promótereinek aktivitását. A következőkben meg kívántuk vizsgálni, hogy 
vajon ez a ritmikus promóter-aktivitás megjelenik-e mRNS felhalmozódásának szintjén is. 
Elképzelhető ugyanis olyan mechanizmus, amely egy adott gén expresszióját a génről 
egyébként konstitutív módon átíródó mRNS stabilitásának megváltoztatásával szabályozza. 
E kérdés megválaszolására S1 nukleáz analízissel meghatároztuk az NtPHYB-
specifikus mRNS-ek mennyiségének változását dohány csíranövényekben, a három 
„klasszikus" megvilágításnál: fény/sötét ciklusban (5.11./A ábra), és a fény/sötét ciklust 
követő állandó fényben (5.11 ./B ábra) vagy állandó sötétben (5.11 ./C ábra). Ugyanezen 
mintákban Northern-hibridizációval követtük az NtCAB mRNS szintjének változásait, 
egyfajta kontrollként. Az NtPHYB mRNS szint határozott ritmust mutatott minden 
megvilágításnál, néhány órával korábbi fázisban, mint a kontrollként használt NtCAB 
mRNS. A ritmus amplitúdója 3-4-szeres volt, ez összevethető a promóteraktivitás szintjén 
tapasztalt ritmus amplitúdójával. Hasonló eredményt mutatott az AtPHYB mRNS szint 
állandó fényben végzett vizsgálata is (5.11 ./D ábra). Összességében azt mondhatjuk tehát, 
Vad típusú, nem transzformált dohány csíranövényeket 2 hétig (A,B,C), valamint Arabidopsis 
csíranövényeket 1 hétig (D) 12 h fény/12 h sötét fotoperióduson neveltünk, majd 
A: a fényviszonyokat nem változtatva 4 óránként mintát vettünk, a mintákból össz-RNS-t 
izoláltunk; 
B,D: a növényeket az utolsó sötét/fény átmenet után állandó fényre helyeztük, a mintavételt is ettől 
az időponttól (ZT 0) kezdtük; 
C: a növényeket az utolsó fény/sötét átmenet után állandó sötétbe helyeztük és a mintavételt ez 
esetben is az utolsó sötét/fény átmenet időpontjától (ZT 0) kezdtük. 
Az össz-RNS mintákban az NtPHYB (A,B,C), ¡II. az AtPHYB (D) mRNS molekulák relatív 
mennyiségét S1 nukleáz analízissel, az NtCAB2 (A,B,C), ill. az AtCAB2 (D) mRNS-ek 
mennyiségét pedig Northern analízissel határoztuk meg. A kapott specifikus radioaktív jeleket 
(amelyek intenzitása az adott mRNS mennyiségével arányos) a Phospholmager Imagequant 
szoftvere segítségével kvantitáltuk, az értékeket a legmagasabb értékre normáltuk, majd 
ábrázoltuk a mintavételi időpontok függvényében. Valamennyi grafikon felett elhelyeztük a hozzá 
tartozó eredeti autoradiogram képét, az idő-tengelynél pedig a már korábban is használt 
fehér/fekete sávokat alkalmaztuk az uralkodó fényviszonyok jelölésére. 
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hogy az AtPHYB és NtPHYB mRNS molekulák felhalmozódásának mintázata 
legnagyobbrészt a promóter cirkadián regulációjának következménye, a mRNS stabilitás-
változás nem játszik különösebb szerepet benne. 
5.8. Cirkadián ritmus a PHYB fehérjeszintézis szintjén 
A génkifejeződés utolsó „lépcsője" a fehérjefelhalmozódás, ezért következő 
kísérletünkben megvizsgáltuk, hogy az eddig tapasztalt cirkadián reguláció megtalálható-e 
a fehérje-akkumuláció szintjén is. Dohány csíranövényeket fény/sötét fotoperióduson 
neveltünk 3 hétig, majd állandó sötétbe helyeztük őket, és 2 óránként szedett mintákban 
Western-blot analízissel (PHYB-specifikus ellenanyagot használva) követtük az NtPHYB 
protein mennyiségének változásait (5.12./A ábra). Ugyanezekben a mintákban 
meghatároztuk a H2b hiszton-fehérje mennyiségét is. Ez a protein konstitutív módon 
termelődik, ezért a PHYB/H2b arányt kiszámolva minden mintában pontosan (az esetleges 
extrakciós vagy minta-felviteli hibák ellenére is) meghatározhattuk a PHYB fehérje relatív 
mennyiségét (5.12./B ábra). 
Mint az ábrán is látható, a PHYB fehérje mennyisége nem mutat oszcillációt; ha 
mégis, az olyan alacsony amplitúdójú lehet, hogy módszereinkkel nem mutatható ki. A 
fehérje-szintű ritmicitás hiánya arra utal, hogy a mRNS szinten még tapasztalható ritmus a 
transzláció során vagy valamely poszt-transzlációs folyamat révén „elsimul", és az össz-
PHYB fehérje szintben már nem mutatkozik meg. Annak érdekében, hogy eldöntsük, 
melyik folyamat felelős a fehérje-ritmus hiányáért, egy újabb konstrukciót állítottunk elő a 
dohány PHYB gén promóteréből, cDNS-éből valamint a luciferáz riportergénből, melyet 
azonos leolvasási keretben illesztettünk a PHYB cDNS egy olyan verziójának 3' végéhez, 
amelyből előzőleg kiemeltük a stop kodont. A konstrukció - igazodva az eddigi jelölésekhez 
- az NtPHYB::NtPHYB-LUC nevet kapta. Erről a transzgénről tehát az NtPHYB promóter 
cirkadián vezérlete alatt egy olyan fúziós fehérje képződik, melynek N-terminális része a 
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5.12. ábra. Az össz-PHYB fehérje mennyisége nem mutat ritmikus változást. 
A: dohány csíranövényeket neveltünk fény/sötét fotoperióduson 3 hétig, majd állandó fénybe 
helyeztük őket. Az utolsó sötét/fény átmenettől (ZT 0) kezdve 4 óránként mintát gyűjtöttünk, a 
mintákból össz-fehérjét izoláltunk, majd Westem-blot analízissel PHYB ill. hiszton-specifikus 
ellenanyagok használatával detektáltuk a PHYB ill. a H2b hiszton fehérjéket. 
B: a PHYB ill. a hiszton-specifikus jeleket denzitometerrel kvantitáltuk, a PHYB mennyiségét 
mintánként az adott mintában található hiszton mennyiségére vonatkoztattuk és az így kapott 
relatív értékeket ábrázoltuk a mintaszedés időpontjainak függvényében Összehasonlításul 
ábrázoltuk az NtPHYB::LUC transzgén azonos körülmények közt mérhető expressziós 
mintázatát is ( • ) . Az idő-tengely feletti fehér/fekete sáv mutalja a mintaszedés alatt uralkodó 
fény/sötét viszonyokat. 
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PHYB, C-terminális része pedig a luciferáz. Mivel a luciferáz enzim rendkívül instabil, a 
PHYB-LUC fúziós fehérje szintézisét követő 1 órán belül „láthatatlanná" válik számunkra. 
Ezért ebben az esetben a luciferáz aktivitás változásai már nem a promóter-aktivitásra 
utalnak közvetlenül, hanem a transzláció sebességére. A fúziós fehérjét termelő 
transzgenikus növényekben Western-blot analízissel, PHYB ellenanyaggal sikerült 
kimutatni az endogén PHYB (125 kDa) mellett a PHYB-LUC (185 kDa) fúziós fehérjét is 
(5.13./A1 ábra), amely a kontroll, NtPHYB::LUC növényekből hiányzott (5.12./A2 ábra). Ez 
azt jelenti, hogy a konstrukció megfelelő módon kifejeződik, a luciferáz aktivitással a fúziós 
fehérje szintézisének sebességét fogjuk mérni. 
A méréseket elvégeztük állandó fényben (5.13./B ábra) és állandó sötétben (5.13./C 
ábra) is, a növények a mérést megelőzően a szokásos 12 h fény / 12 h sötét 
fotoperióduson nevelkedtek. Az NtPHYB::NtPHYB-LUC konstrukció mindkétféle 
megvilágítás mellett ritmikus expressziét mutatott, amely nagyon hasonlított a 
NtPHYB::LUC ritmusához, csak az expresszié szintje ill. a ritmus amplitúdója volt 
alacsonyabb. Ez tehát azt jelenti, hogy a PHYB fehérje transzlációja, az új PHYB protein 
szintézise még ritmikus jellegű. Ez a ritmicitás valamely, a PHYB fehérje szintjén ható 
poszt-transzlációs módosítás révén elvész, vagy amplitúdója a detektálhatóság határa alá 
esik. 
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5.13. ábra. Cirkadián ritmus az NtPHYB protein-transzláció szintjén. 
NtPHYB::LUC ( • ) ill. NtPHYB::NtPHYB-LUC ( + ) transzgéneket hordozó dohány 
csíranövényeket 2 hétig 12 h fény/12 h sötét fotoperióduson neveltünk , majd az 5.9. és az 
5.10. ábrán leírtakkal teljesen megegyező módon vizsgáltuk a transzgének expresszióját 
állandó fényben (B) ill. állandó sötétben (C). 
A: NtPHYBr.LUC (1) ill. NtPHYB::NtPHYB/LUC (2) transzgenikus növényekből izolált össz-
fehérje-minták Western analízise PHYB-specifikus ellenanyaggal. 
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6. AZ EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE 
A közelmúltig általánosan elfogadott modell szerint a növényi fényindukált 
génkifejeződés a következő molekuláris események során valósul meg (Wei és Deng, 
1996; Torii és Deng, 1997). A citoplazmában található fotoreceptorok a fényabszorbciót 
követően aktiválnak egy jelátviteli rendszert, amely a fotreceptoroktól származó jelet a 
sejtmagba továbbítja. Ennek hatására a sejtmagi COP1-COP9 szignaloszóma rendszer 
(amely a fényreguláit gének működését szabályozó transzkripciós faktorok lebomlását 
irányítja) inaktiválódik, a megfelelő transzkripciós faktorok mennyisége emelkedik, ez pedig 
a fényreguláit gének indukciójához vezet. A modell általános érvényességét már többször 
megkérdőjelezték, de igazán csak Sakamoto és Nagatani (1996) kísérletei hívták fel a 
figyelmet a fitokrómok esetleges fényfüggő sejtmagi lokalizációjára. Az általuk alkalmazott 
in vitro módszer (sejt-frakcionálást követő immunokémiai analízis) azonban a korábbi 
tapasztalatok alapján (Mösinger és Schäfer, 1984; Mösinger és mtsai, 1987) nem ad 
teljesen megbízható eredményt a fitokrómok sejtmagon belüli elhelyezkedésének 
igazolására. Csoportunkban egy olyan módszert alkalmaztunk a jelenség vizsgálatára, 
amely lehetővé teszi az in vivo megfigyelést és kiértékelést, a sejtek roncsolása nélkül 
(PHY-GFP fúziós fehérjék termeltetése transzgenikus növényekben, fluoreszcens 
mikroszkópia). Ezen túlmenően kísérleteinket kiterjesztettük a PHYA receptor szubcelluláris 
eloszlásának vizsgálatára is. 
6.1. A PHYA-GFP és PHYB-GFP fúziós fehérjék biológiailag aktív fotoreceptorok 
A várható eredmények megbízhatóságának alapvető feltétele volt, hogy a PHY-GFP 
fúziós fehérjék hasonló tulajdonságokkal rendelkezzenek, mint az eredeti (GFP-jelölés 
nélküli) PHY fehérjék. Specifikusan a PHYA ill. a PHYB receptorok által szabályozott 
élettani válaszok vizsgálatával igazoltuk, hogy a PHYA-GFP és PHYB-GFP fúziós fehérjék 
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ugyanolyan fotobiológiai sajátságokkal és funkciókkal bírnak, mint az eredeti PHY 
fotoreceptorok (Halliday és mtsai, 1997). Ez egyrészt arra utal, hogy a fitokróm fehérjék C-
terminális végéhez a fotoreceptor-funkció elvesztése nélkül egy viszonylag nagy méretű 
protein kapcsolható, másrészt valószínűsíti (bár nem bizonyítja), hogy a PHY-GFP fúziós 
sejten belüli eloszlása is hasonló lesz az endogén PHY molekulákéhoz. 
6.2. A PHYB-GFP sejten belüli eloszlásának szabályozása LF (Low Fluence) jellegű 
fényválasz 
A PHYB-GFP fehérjét termelő transzgenikus csíranövényeken végzett fluoreszcens 
mikroszkópiával kimutattuk, hogy a PHYB-GFP protein megtalálható a fényen nevelt 
növények sejtmagjában, míg etiolált növények esetében kizárólag a citoplazmában fordul 
elő. Vörös fénnyel történő besugárzás etiolált növényekben indukálja a PHYB-GFP 
sejtmagi megjelenését, míg a fényen nevelt növények sötét-adaptációja a PHYB-GFP 
sejtmagból való eltűnését eredményezi. A PHYB-GFP sejtmagi importjának kiváltásához 
már három, óránként adott 5 perces vörös megvilágítás elegendő. A vörös besugárzás 
induktív hatása gátolható, ha azt közvetlenül távoli vörös fénykezelés követi, amely a Pfr 
állapotú PHYB-GFP molekulákat Pr formába alakítja vissza. Ez arra utal, hogy a PHYB-
GFP saját fotokonverziós képessége fontos szerepet játszik sejtmagi importjának 
szabályozásában. Ezt alátámasztja az a megfigyelés is, hogy a kromofór kötésére, így 
fotokonverzióra képtelen mutáns PHYB*-GFP fényben és sötétben egyaránt a 
citoplazmában található. A PHYB-GFP fényreguláit sejtmagi importja a fotoreverzibilis LF 
(Low Fluence) fényválaszok sajátságait mutatja (Furuya és Schäfer, 1996), így a PHYA 
[amely a VLF (Very Low Fluence) fényválaszokat közvetíti] szabályozó szerepe kizárható. 
Ugyanakkor további kísérletekre van szükség annak eldöntésére, hogy egyéb PHY 
receptorok (vagy a CRY receptorok) milyen esetleges hatással vannak a PHYB-GFP 
sejtmagi transzlokációjára. 
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6.3. A PHYA-GFP sejten belüli eloszlásának szabályozása VLF (Very Low Fluence) 
jellegű fényválasz 
A PHYB-GFP-hez hasonlóan a PHYA-GFP fúziós fehérje is detektálható volt a 
fényen nevelt transzgenikus növények különböző típusú sejtjeinek sejtmagjában, de etiolált 
vagy sötét-adaptált növények sejtmagjaiból hiányzott. A PHYA-GFP sejtmagi importja fény-
függő, transzportja gyors és egyetlen rövid vörös vagy távoli vörös fénypulzussal 
indukálható. Mindezek alapján kijelenthetjük, hogy a PHYA-GFP sejtmagi importját a PHYA 
receptor által közvetített VLF (Very Low Fluence) fényválasz szabályozza (Furuya és 
Schäfer, 1996). 
A PHYA-GFP és a PHYB-GFP sejtmagi importjának kinetikáját összehasonlítva 
több érdekes különbséget is megfigyelhetünk. A fényindukált sejtmagi akkumuláció 
folyamata a PHYA-GFP esetében egy nagyságrenddel gyorsabb (15-20 perc), mint a 
PHYB-GFP esetében (2 h). Ez nem magyarázható a transzgenikusan kifejeztetett PHYA-
GFP és PHYB-GFP fehérjék erősen eltérő mennyiségével, mivel mindkét transzgént 
ugyanaz a promóter működtette, valamint kifejeződésük szintje hasonló volt az analízisre 
kiválasztott növényvonalakban. Megfigyeltük továbbá, hogy a PHYA-GFP fehérjét termelő 
etiolált növényekben, vörös fénnyel történő besugárzás után 2 perccel fluoreszkáló foltok 
jelennek meg a citoplazmában, de a sejtmagban még nem. Speth és munkatársai (1987) 
kimutatták, hogy ha etiolált növényeket vörös vagy fehér fénnyel megvilágítanak, a PHYA 
molekulák néhány percen belül összecsapódnak és makromolekula-komplexeket (SAP) 
képeznek a citoplazmában. Valószínű, hogy az általunk tapasztalt jelenség nem más, mint 
a fent említett aggregációs folyamat megnyilvánulása. A citoplazmatikus foltok kialakulása 
után a sejtmagban is megjelenik a PHYA-GFP, maximális mennyiségét 20 perc elteltével 
éri el. A citoplazmatikus aggregátumok még ekkor is egyértelműen megfigyelhetők, ami azt 
jelenti, hogy a gyors sejtmagi import ellenére a PHYA-GFP molekulák jelentős része a 
citoplazmában marad. Amikor viszont a PHYA-GFP-t termelő növényeket távoli vörös 
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fénnyel, vagy a PHYB-GFP-t termelő növényeket bármilyen hullámhosszú fénnyel 
világítottuk meg, soha nem tapasztaltuk a citoplazmatikus foltok kialakulását. Ezért úgy 
véljük, hogy az aggregátumok kialakulása (bár pontos fiziológiai szerepük még nem 
tisztázott) nem játszik fontos szerepet a PHYA sejtmagi importjának szabályozásában. 
Mindenesetre, a sejtmagi importjuk kinetikájában tapasztalt markáns különbségek arra 
utalnak, hogy a PHYA és PHYB receptorok fényindukált transzlokációját - legalábbis 
részben - különböző molekuláris mechanizmusok irányítják. 
6.4. A fitokróm fehérjék sejten belüli eloszlását szabályozó lehetséges 
mechanizmusok 
Mint azt már számos esetben kimutatták, egy adott fehérje mennyiségét a 
sejtmagban a fehérje importja, exportja és/vagy lebomlása határozza meg (Corbett és 
Silver, 1997; Görlich, 1997). A PHY fehérjék esetében a fény valószínűleg mindhárom 
folyamatot szabályozza. Az eddigiekből láthattuk, hogy mind a PHYA-GFP, mind a PHYB-
GFP sejtmagi lokalizációja az aktuális Pr/Pfr állapotuktól függ. Felvetődik a kérdés, hogy 
milyen módon maradnak a Pr állapotú receptorok a citoplazmában, és vándorolnak a Pfr 
állapotúak a sejtmagba. A fehérjék sejtmagi importjához legalább egy funkcionális NLS 
jelenléte szükséges az adott fehérjében (Nigg, 1997; Görlich, 1999). A C-PHYB-GFP fúziós 
fehérje, amely a PHYB protein C-terminális felét tartalmazta, a fényviszonyoktól függetlenül 
mindig a sejtmagban, míg az N-PHYB-GFP fehérje, amely a PHYB protein N-terminális 
felét tartalmazta, mindig a citoplazmában volt megtalálható. Ebből arra következtettünk, 
hogy az NLS motívum a PHYB fehérje C-terminális szakaszára esik. Doméncsere-
kísérletekkel - amelyek során a PHYA és a PHYB receptorok C-terminális régióit kicserélték 
a két receptor között - kimutatták, hogy a kiméra-receptorok teljes értékű PHYA vagy PHYB 
funkcióval rendelkeztek attól függően, hogy az N terminális szakasz a PHYA vagy PHYB 
fehérjéből származott (Wagner és mtsai, 1996). Következtetésük szerint a PHY molekulák 
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N-terminális szakasza a receptorok fotobiológiai sajátságait határozza meg, míg a C-
terminális régió a jelátviteli folyamatokban játszik szerepet. Tekintve, hogy eredményeink 
alapján mind a PHYA-GFP, mind a PHYB-GFP fehérjék képesek belépni a sejtmagba, de 
különböző fényfüggő sajátságokkal, a C-terminális régió egyik szignál-átviteli szerepe az 
lehet, hogy hordozza azt az NLS motívumot, amely a sejtmagi importjához szükséges, míg 
az import fényminőség- és -intenzitásigényét az N-terminális régió határozhatja meg. 
A kromofór kötésére képtelen PHYB*-GFP fehérje a fényviszonyoktól függetlenül 
mindig a citoplazmában található. Ennek egyik oka az lehet, hogy Pr formában az NLS 
funkciója nem érvényesül, valószínűleg a molekula más részeinek takarása miatt. Ebben az 
esetben azt is fel kell tételeznünk, hogy a C-terminális szakaszt tartalmazó csonka PHYB 
fehérje konformációja olyan módon állandósul az N-terminális szakasz hiányában, hogy az 
NLS állandóan hozzáférhetővé válik az import-mechanizmus számára. Egy másik 
lehetséges magyarázat szerint az NLS a fehérje konformációjától függetlenül mindig aktív, 
viszont létezhet egy citoplazmatikus retenciós faktor, amely specifikusan képes kapcsolódni 
egy hipotetikus CRS (cytosolic retention signal) motívumhoz az N-terminális szakaszon, de 
csak Pr állapotú fitokrómok esetében. Adataink alapján még nem tudjuk eldönteni, hogy a 
két fent vázolt és egymást nem kizáró folyamat közül melyik, milyen mértékben játszik 
szerepet a PHY receptorok sejtmagi transzportjában. 
Milyen mechanizmus lehet felelős ugyanakkor a PHY-GFP fehérjék sejtmagból 
történő eltávolításáért sötétben, a fényindukált sejtmagi transzportot követően? Két, 
egymást nem kizáró folyamatot tételezhetünk fel: PHY-GFP molekulák citoplazmába 
irányuló aktív exportját és/vagy lebomlását a sejtmagban. A PHYA Pfr formájának fél-
életideje 1-2 h, Pr formája viszont meglepően stabil (fél-életidő: 100-200 h). A PHYB Pfr 
formája viszonylag stabil, fél-életideje 5-8 h, a Pr forma stabilitását még nem határozták 
meg, de becslések szerint a PHYA-hoz hasonló lehet (Quail és mtsai, 1973; Heim és mtsai, 
1981). 
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Ha etiolált, transzgenikus növényeket vörös fénnyel megvilágítunk (a PHY 
receptorok nagy részét Pfr formába alakítva), a PHYA-GFP és PHYB-GFP fehérjék 
megjelennek a sejtmagban. Adataink azt mutatják, hogy ha az import észlelését követően 
távoli vörös fénnyel világítjuk meg a növényeket (a PHY receptorok nagy részét 
visszaalakítva a stabilabb Pr formába), majd sötétbe helyezzük őket, a fúziós fehérjéket 
jelző sejtmagi fluoreszcencia teljes eltűnéséhez 24-36 h szükséges. Ez azt jelenti, hogy a 
sejtmagban történő degradáció önmagában nem elegendő magyarázat a fitokrómok 
sejtmagból történő eltávolítására. Ezért - bár a PHY-GFP fehérjék lebomlási sebessége 
(különösen a dohánysejtek magjában) nem ismert - fel kell tételeznünk egy mechanizmust, 
amely a Pr állapotú fitokrómok aktív sejtmagi exportját irányítja, valamint egy nukleáris 
export szignál (NES) jelenlétét a PHY fehérjékben, amely révén ez a folyamat 
megvalósulhat. Az NLS-től eltérően a NES pozíciójára vontkozóan még nem rendelkezünk 
kísérleti eredményekkel. 
Meg kell említenünk ugyanakkor, hogy mivel eredményeink transzgenikus dohány 
növényekben termeltetett rizs PHYA-GFP és dohány PHYB-GFP fúziós fehérjék 
viselkedésén alapulnak, ezek sejtmagi transzportjának kinetikája nem feltétlenül egyezik 
meg pontosan az endogén dohány PHYA és PHYB sejtmagi importjának/exportjának 
kinetikájával, éppen a lehetséges eltérő stabilitás miatt. 
6.5. A fitokrómok sejtmagi transzlokációjának szerepe a fényindukált génkifejeződés 
szabályozásában 
A PHYA-GFP és PHYB-GFP fehérjék fényfüggő módon a citoplazmából a 
sejtmagba transzportálódnak, de ott nem egyenletes eloszlást mutatnak, hanem foltokba 
koncentrálódnak. A két fúziós fehérje viselkedésében érdekes különbség tapasztalható 
ezen a téren. A PHYA-GFP több és kisebb, a PHYB-GFP kevesebb és nagyobb foltot alakít 
ki. Ezek alapján feltételezzük, hogy a fitokrómok más fehérjékkel összekapcsolódva 
6. Az eredmények értékelése 79^ 
multiprotein komplexeket hoznak létre a sejtmagban, valamint, hogy a PHYA és a PHYB 
(legalább részben) különböző sejtmagi komplexek alkotórészei. A PHY-GFP proteinek 
foltszerű megjelenése (különösen a PHYB-GFP esetében) rendkívül hasonló ahhoz a 
képhez, amelyet a COP1-GFP fehérjék mutatnak sötétben tartott növények sejtmagjában 
(Ang és mtsai, 1998). Mint az irodalmi áttekintésben már említettem, a COP1 protein a 
fotomorfogenezis fő negatív regulátora. A COP1 sötétben a sejtmagban helyezkedik el, és 
mint az E3 ubiquitin-ligáz komplex része, ubiquitin proteinek kapcsolásával megjelöli a 
fényindukált gének működését szabályozó transzkripciós faktorokat (pl. HY5), így elősegíti 
azok lebontását. Fényben a COP1 inaktiválódik és a citoplazmába vándorol, felfüggesztve 
a transzkripciós faktorok degradációs folyamatát, így azok mennyiségének emelkedése a 
megfelelő gének működésének indukciójához vezet. A fényindukált növényi gének 
bekapcsolásának tehát alapvető szabályozó lépése a COP1 inaktivációja és sejtmagi exportja 
(Hardtke és Deng, 2000). A COP1-GFP, PHYA-GFP és PHYB-GFP nagyon hasonló sejtmagi 
komplexképződése alapján elképzelhető, hogy a fitokrómok Pfr formája képes kölcsönhatásba 
lépni a COP1-transzkripciós faktor komplexekkel, valamilyen módon inaktiválni a COP1 
fehérjét és így elősegíteni a fényindukált génkifejeződéshez szükséges transzkripciós 
faktorok felszaporodását a sejtmagban. Az is elképzelhető, hogy a Pfr állapotú fitokrómok a 
sejtmagban olyan transzkripciós komplexekhez kapcsolódnak, amelyek csak a 
fitokrómokkal történő kapcsolódás után képesek kifejteni induktív hatásukat a fényreguláit 
gének promótereire. A fitokrómok fotoreverzibilis kölcsönhatása a COP1 proteinnel és/vagy 
a transzkripciós faktorokkal nagyszerű magyarázatot kínál a fitokrómok sejtmagi 
funkciójára. Az utóbbira ad példát néhány új megfigyelés. A PIF3 transzkripciós faktor 
képes kölcsönhatásba lépni a PHYA és PHYB receptorok Pfr formájával. Mivel a PIF3 
konstitutívan a sejtmagban található, a kölcsönhatásra is csak a sejtmagban kerülhet sor 
(Ni és mtsai, 1998,1999). Kimutatták, hogy a PIF3 egyéb, még ismeretlen fehérjékkel 
komplexet képezve kapcsolódik számos fényreguláit gén (pl. CCA1) promóteréhez. Ez a 
transzkripciós komplex sötétben inaktív, a gének átíródása nagyon alacsony szinten folyik. 
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Fényben a komplex kiegészül a frissen a sejtmagba importált Pfr formájú fitokrómokkal, 
aminek következtében a komplex aktiválódik, a megfelelő gének kifejeződésének szintje 
egy nagyságrenddel magasabb lesz (Martinez-Garcia és mtsai, 2000). 
6.6. A fitokróm gének cirkadián regulációja 
Az, hogy a beállításban hatásos fényt a fitokróm fotoreceptorok közvetítik a növényi 
biológiai órához, már évtizedek óta ismert (Somers és mtsai, 1998; Devlin és Kay, 2000). 
Arról viszont nagyon kevés adat, eredmény állt rendelkezésre, hogy az óra van-e 
valamilyen szabályozó hatással magukra a fitokrómokra, ill. a PHY gének kifejeződésére. 
A PHYA mRNS szintje (Kolar és mtsai, 1995), valamint NtPHYA::LUC, 
NtPHYB::LUC transzgének működése etiolált növényekben (Kolar és mtsai, 1998) 
konstitutív, nem ritmikus kifejeződést mutatott. Más cirkadián markerek, mint pl. a CAB 
gének dohányból (Kolar és mtsai, 1995), Arabidopsisból (Millar és mtsai, 1992a; Hicks és 
mtsai, 1996) és búzából (Kolar és mtsai, 1998) határozott ritmikus expressziét mutatnak 
ilyen fejlődési állapotban és ilyen körülmények közöt. Ezek az ún. fény-független, 
valószínűleg csírázás által indukált ritmusok tehát a fitokróm gének kifejeződését nem 
szabályozzák. 
Hasonlóan kevés adat állt rendelkezésre a fitokróm-expresszió cirkadián 
vizsgálatáról fény/sötét fotoperióduson nevelt növények esetében. Egyes eredmények 
szerint az Arabidopsis PHY gének (Clack és mtsai, 1994), illetve a dohány PHYA gén 
(Ádám és mtsai, 1994) kifejeződése mRNS-szinten nem mutat cirkadián ritmust. Mások 
ugyanakkor diurnális ritmust véltek felfedezni bizonyos paradicsom PHY gének mRNS-
akkumulációjában, de ezek nem bizonyultak cirkadián óra által szabályozottnak, mivel 
állandó fényben vagy sötétben nem működtek tovább (Hauser és mtsai, 1998). 
Jelen munkánkban az NtPHYB::LUC, NtPHYA::LUC ill. az AtPHYB::LUC 
transzgének kifejeződését vizsgáltuk dohány, ill. Arabidopsis csíranövényekben. 
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Megállapítottuk, hogy a PHYB promóterek aktivitását a cirkadián óra szabályozza, mivel a 
PHYB::LUC konstrukciók jellegzetes ritmikus expressziét mutattak állandó fényben és 
állandó sötétben is. E ritmusok hasonlítanak a CAB gének működésének cirkadián 
ritmusához: azonos a periódushossz és fényben hasonlóan magas amplitúdó jellemzi őket. 
Sötétben a CAB gének expressziója gyorsan csökken (fényindukált gének), míg a PHYB 
esetében még 3-4 csúcsot is detektálhatunk, mivel a PHYB gének transzkripciója 
viszonylag nem fényérzékeny (Somers és Quail, 1995b; Ádám és mtsai, 1996). 
Az NtPHYA::LUC expresszió fény/sötét körülmények közt diurnális ritmust mutatott, 
állandó fényben vagy sötétben viszont a ritmus csak nehezen ismerhető fel. A PHYA gének 
promótere egy erős negatív fényérzékeny elemet tartalmaz, ennek működése 
megmagyarázza a diurnális ritmus létét, állandó körülmények közt pedig nincs cirkadián 
oszcilláció a PHYA expresszióban (Bruce és mtsai, 1991). 
6.7. A ritmikus fitokróm génexpresszió élettani funkciója 
A promóterek működésében tapasztalt cirkadián ritmus jelentőségét támasztja alá a 
PHYB mRNS-szintben, valamint a PHYB fehérje szintézisében felfedezett oszcilláció. A 
PHYB szintézis ritmusának amplitúdója hasonló a promóter-aktivitás ritmusához és hűen 
követi a mRNS-szint ritmusát; ez arra utal, hogy a transzlációs szabályozás nem érinti a 
PHYB felhalmozódását. Amikor viszont a CaMV 35S promóterrel (a karfiolmozaik-vírus 35S 
RNS génjének konstitutív expressziót biztosító, erős promótere) vezérelve fejeztettük ki a 
PHYB-LUC fúziós fehérjét, semmi bizonyítékát nem találtuk egy olyan, az újonnan 
szintetizált PHYB fehérjére ható poszt-transzlációs mechnizmusnak, amely a transzlációnál 
még fellelhető ritmussal éppen ellentétesen hatna, úgy, hogy a két folyamat eredőjeként 
létrejönne a PHYB egyenletes eloszlása. Következésképp csak a viszonylag hosszú 
életidejű, ezért felhalmozódó PHYB fehérje-tömeg lehet a felelős a cirkadián ritmus 
„elmosásáért". 
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A maximális PHYB proteinszintézis fázisa (ZT 0-2) egybeesik a CAB gének 
maximális fényérzékenységének (Millar és Kay, 1996), valamint a hipokotil-elongáció 
maximális gátlásának fázisával (Dowson-Day és Millar, 1999), így a ritmikus szintézisnek 
minden bizonnyal van funkcionális jelentősége. Kétszeres változás a PHYB fehérje 
mennyiségében jól jellemzett biológiai változásokat okoz (Koornneef és mtsai, 1980; 
Wester és mtsai, 1994), de egy ilyen mértékű különbség a Western analízis 
érzékenységének már a határát jelentheti. Összegezve: a ritmikus változás a PHYB fehérje 
mennyiségében valószínűleg létezik, de a jelenleg használható módszerekkel nem 
mutatható ki. 
Az input receptorok mennyiségének ritmikus szabályozása fontos hatással lehet az 
oszcillátor működésének stabilitására is. Adataink azt mutatják, hogy a PHYB 
fotoreceptorok mennyisége a világos fázis elején a legmagasabb és a sötét fázis elején a 
legalacsonyabb. Mivel az oszcillátor fázisát beállító fényszignálok hatásossága függ a 
választ közvetítő aktív receptorok mennyiségétől, a fotoreceptorok kifejeződésének ily 
módon történő szabályozásával csökkenthető a nem megfelelő időben (sötét fázis) érkező 
fényimpulzusoknak az oszcillátor működésére gyakorolt hatása. 
6.8. Összehasonlítás más cirkadián rendszerekkel 
Drosophila-ban és egérben a fényt a kriptokróm (CRY) fotoreceptorok közvetítik az 
órához, mindkét organizmusban két-két különböző receptor működik (CRY1 és CRY2). A 
CRY gének kifejeződése mRNS-szinten cirkadián ritmust mutat, fehérjeszinten a 
fitokrómokéhoz hasonlóan bonyolult a helyzet (Emery és mtsai, 1998). Ha az egyik CRY 
gén működésképtelen (nullmutáns), a Drosophila vagy az egér biológiai órája még képes 
az oszcilláció fenntartására, ha viszont mindkét gént elrontják, az eredmény aritmia lesz 
(van der Horst és mtsai, 1999). 
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6.10. Konklúziók: kérdések és válaszok a legújabb adatok tükrében 
Az eddigiekben bemutatott kísérletek csak első lépései egy nagyszabású 
munkának, amelynek végső célja a fitokróm fotoreceptoroknak a foto- és kronobiológiai 
folyamatok szabályozásában játszott szerepének megismerése. Ez a munka gyors 
ütemben halad előre, az eddig bemutatott eredményeink megjelentetése óta számos új 
adattal gazdagítva a molekuláris növénybiológiának ezt az izgalmas területét. Az 
alábbiakban ezeket az új eredményeket foglalom össze röviden, kettős célzattal. 
Egyrészt, az első eredmények értékelése során számos olyan elméleti vagy 
módszertani jellegű kérdés merül(het) fel, amelyek megválaszolása újabb információk 
hiányában csak feltételezések, spekulációk útján lehetséges. Másrészt az új adatok 
birtokában néhány korábbi eredmény új összefüggésekben tárul fel és együttes 
értelmezésükkel további ismereteket szerezhetünk a vizsgált folyamatról. Ugyanakkor 
határozottan szeretném kiemelni, hogy ezek az új adatok nem saját eredményeim, ezért 
nem is szerepelnek az „Eredmények" fejezetben. Ahogy a témában születő következő 
disszertációk előzményként hivatkoznak majd a dolgoztomban leírt eredményekre, úgy 
szeretnék hivatkozni most az azokban majd részletesen kifejtendő eredményekre. 
A magasabbrendű növényekben egy kisebb géncsalád kódolja a fitokróm 
fotoreceptorokat. Bár a fényreguláit növényi életfolyamatok szabályozásában a legfőbb 
szerep a PHYA és PHYB receptorokra hárul, a fehérjecsalád többi tagja is rendelkezik 
kisebb, kiegészítő funkcióval, ezért érdemesnek tűnt megvizsgálni, hogy a fényreguláit 
sejtmagi transzport csak a PHYA és PHYB molekulákat érinti, vagy érvényes a többi 
fitokróm receptorra is. Másrészt, mivel jelen kísérleti rendszerünkben a rizs PHYA-GFP 
és a dohány PHYB-GFP fúziós fehérjék viselkedését tanulmányoztuk transzgenikus 
dohánynövényekben, felvetődhet a kérdés, hogy az így kapott eredmények (főképpen a 
rizs PHYA esetében) mennyire általánosíthatók és megbízhatók. Ezért izoláltuk az 
Arabidopsis thaliana valamennyi ismert fitokróm génjének cDNS-ét (AtPHYA,B,C,D,E), 
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létrehoztuk a különböző 35S promóter: :AfP/-/Y-GFP konstrukciókat, amelyeket 
egyenként Arabidopsis növényekbe transzformáltunk. Ezt követően a transzgenikus 
növények utódaiban vizsgáltuk az AtPHY-GFP fehérjék sejten belüli eloszlását 
különböző fényviszonyok mellett. Etiolált növényekben nem volt detektálható 
fluoreszcencia a vizsgált sejtekben, megfelelő fénykezelést követően azonban 
fluoreszkáló foltok alakultak ki a sejtmagban, jelezve az AtPHY-GFP molekulák sejtmagi 
importját. Az AtPHYA-GFP és AtPHYB-GFP sejtmagi transzlokációjának 
jellegzetességei Arabidopsis-ban nagyon hasonlóak voltak a dohányban tapasztaltakkal, 
alátámasztva korábbi eredményeink általános érvényességét. Ezen túlmenően, a 
rendelkezésre álló nagy számú Arabidopsis fotomorfogenikus mutáns lehetőséget ad a 
jelenség részletesebb jövőbeli vizsgálatára. Első példaként említhetjük, hogy az 
Arabidopsis PHYA ¡11. PHYB hiányos mutánsaiban az AtPHYA-GFP és AtPHYB-GFP 
fehérjék kifejeztetésével sikerült helyreállítani a vad fenotípust, így újabb bizonyítékát 
adni annak, hogy a fúziós fehérjék biológiailag aktív, teljes értékű fotoreceptorok 
A különböző PHY-GFP molekulák sejtmagi transzlokációjának fényintenzitás és 
fényminőség-igénye (hullámhossz) markánsan különbözik az egyes fehérjék esetében, 
ugyanakkor nagyon hasonló azokhoz a fény-körülményekhez, amelyek az adott fitokróm 
receptor által szabályozott fényindukált válaszok megjelenéséhez szükségesek. Ez arra 
utal, hogy a fitokrómok fényreguláit sejtmagi transzportja a fitokrómok által közvetített 
fényindukált jelátviteli rendszer egyik kulcslépése lehet. Megfigyeltük továbbá, hogy a 
különböző PHY-GFP fúziós fehérjék különböző számú és méretű foltot alakítanak ki a 
sejtmagban, így valószínűleg különböző komplexek részeit képezik. Eddigi adataink 
összesítése után a következő elképzelést alakíthatjuk ki a fitokrómok szabályozó 
funkciójáról. Egy bizonyos fény-szignálra adott válasz specifitása elsődlegesen a 
citoplazmában alakul ki, mivel a fény aktuális jellemzői (intenzitás és hullámhossz) 
határozzák meg, hogy melyik fitokróm milyen mértékben importálódhat a sejtmagba. A 
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reguláció következő eseménye a sejtmagban történhet, aminek alapját az képezi, hogy 
melyik fitokróm milyen sejtmagi regulátorfehérjékkel képes kölcsönhatásba lépni. A teljes 
folyamat finomhangolását olyan tényezők teszik lehetővé, amelyek bizonyos mértékben 
képesek módosítani a fitokrómok sejtmagi transzportját és/vagy lebomlását (hormonok, 
szénhidrát-metabolizmus, stressz). 
Tekintve a fitokrómok sejtmagi transzlokációjának fontosságát, felmerül a kérdés, 
miért nem transzportálódnak ezek a molekulák szintézisüket követően azonnal a 
sejtmagba? Véleményünk szerint a fitokrómok rendelkeznek sejtmagi és citoplazmatikus 
funkcióval is. A sejtmagi funkció mibenlétére jelenlegi kísérleteinkkel világítottunk rá. A 
korábbi kísérletek viszont, amelyek egyik következtetése a fitokrómok citoplazmatikus 
lokalizációja volt, a citoplazmatikus funkciókra adnak példákat. Eredményeik alapján 
nem kétséges, hogy a fitokrómok a fény-aktivációt követően, de a sejtmagba történő 
belépés előtt bizonyos jelátviteli láncokat aktiválnak a citoplazmában. Nem zárható ki az 
sem, hogy az aktív, Pfr állapotú fitokrómoknak csak egy része importálódik a magba és a 
citoplazmában maradó molekulák is fontos szabályozó szerepet játszanak. A fitokrómok 
lehetséges citoplazmatikus funkciói lehet például a G-protein aktiváció (Neuhaus és 
mtsai, 1993; Bowlerés mtsai, 1994), a CRY1 és a PKS1 foszforilációja (Ahmad és mtsai, 
1998; Fankhauser és mtsai, 1999), valamint a CPRF2 és GBF transzkripciós faktorok 
sejtmagi importjának indukciója (Harter és mtsai, 1994; Kircher és mtsai, 1999). A 
citoplazmatikus és sejtmagi funkciók szétválasztásának egy elegáns módja lehet, ha pl. 
speciális mutációk révén (a feltételezett NLS/CRS motívumok elrontásával) olyan, 
fotobiológiai szempontból teljes értékű fitokróm molekulákat hozunk létre, amelyek a 
fényviszonyoktól függetlenül konstitutívan a citoplazmában vagy a sejtmagban 
találhatók. Ezeket a módosított proteineket olyan mutáns növényekben kifejeztetve, 
melyekből az adott fitokróm teljesen hiányzik, meghatározható, hogy egy adott 
fényválasz szabályozása melyik kompartmentben található receptorhoz köthető. 
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A fitokrómok és a cirkadián rendszer kapcsolatát vizsgáló kísérleteink értékelése 
során is felmerült a kérdés: mennyire általános az általunk leírt jelenség érvényessége? 
Ezért vizsgálatainkat kiterjesztettük valamennyi Arabidopsis fitokróm génre és 
megállapítottuk, hogy kifejeződésük határozott cirkadán ritmust mutat. Az PHYA génről 
nyert adataink külön említést érdemelnek, mert korábbi eredményeink szerint 
kifejeződése nem ritmikus dohányban. Kimutattuk viszont, hogy az Arabidopsis PHYA 
gén a levelekben cirkadián módon expresszálódik, míg a hipokotilban és a gyökérben 
konstans szinten működik. Mint láthattuk, a PHYA gén legmagasabb szinten a hipokotilban 
és a gyökércsúcsokban, levelekben pedig sokkal alacsonyabb szinten fejeződik ki. Ezért 
történhetett meg, hogy mivel a mérés során a teljes növényből származó fényt detektáltuk, 
a levélből származó gyenge ritmikus fény beolvadt az erős nem-ritmikus fénybe, és ezek 
eredője nem-ciklikus jellegű lett. Ez egyrészt nagyszerű felfedezés, mivel az első bizonyíték 
szövetspecifikus óra vagy ritmus létezésére, másrészt fontos tanulság a jövőbeli mérések 
eredményeinek óvatos értékeléséhez. 
Mint már a bevezetőben említettem, a növények - helyváltoztatásra képtelenek 
lévén - azáltal alkalmazkodnak környezetükhöz, hogy anyagcsere-folyamataik sebességét 
állítják a fennálló vagy előre jelezhető körülményekhez. A növényi életműködések 
szabályozásában megfigyelhető fényreguláció és cirkadián reguláció, mint a környezeti 
paraméterek egyfajta leképezése, egyaránt ezt az alkalmazkodási folyamatot segíti. A 
szabályozásnak e két módja több szinten is szorosan összefonódik. A cirkadián óra fázis-
függő módon modulálja a fotoreceptorok által közvetített fény-szignál hatását, de 
ugyanezek a fotoreceptorok állítják be a cirkadián óra fázisát is. Eredményeink a két 
rendszer kapcsolátanak újabb részletét tárták fel: a cirkadián óra szabályozza a 
fotoreceptorok kifejeződésének szintjét. A dohány PHYB gén kifejeződésének részletesebb 
vizsgálata kimutatta a cirkadián regulációt a génexpresszió minden szintjén, kivéve a 
fehérjefelhalmozódás szintjét. Feltételeztük, hogy a cirkadián reguláció ezen a ponton sem 
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vész el, csak technikai/módszertani korlátok miatt nem kimutatható. Egyrészt, nem tudjuk 
detektálni az újonnan, ritmikusan szintetizálódott PHYB fehérjéket a korábban termelt, stabil 
és ezért viszonylag nagy mennyiségű PHYB proteinek mellett, másrészt, nem tudunk 
különbséget tenni sem a friss és a régi, sem az aktív (fotokonverzióra képes) és inaktív 
PHYB receptorok között. Legújabb eredményeink továbbra sem oldják fel ezeket a 
technikai korlátokat, de rámutatnak a cirkadián rendszer és a fitokrómok esetleges 
kapcsolatára a transzlokáció szintjén is. Egyrészt, valószínűsítettük, hogy a fitokrómok 
rendelkeznek citoplazmatikus és sejtmagi funkciókkal. Másrészt, tudjuk, hogy a cirkadián 
óra modulálja a fitokrómok által szabályozott fényválaszok egy részét. Azoknak a 
fényválaszoknak a cirkadián regulációja, amelyek megjelenése a fitokrómok sejtmagi 
funkciójának függvénye, úgy képzelhető el, ha a cirkadián óra szabályozza az adott 
fitokróm sejtmagi importját és/vagy foltképződését a sejtmagban. Diurnális körülmények 
(fény/sötét periódusok) között a PHYB-GFP sejtmagi importjának ritmikus jellegét figyeltük 
meg: fényben sok, sötétben kevés fluoreszkáló foltot detektáltunk a sejtmagban. 
Megfigyeltük továbbá, hogy a sejtmagi foltok száma a sötét periódus második felében eléri 
minimumát, majd emelkedésnek indul már órákkal a fény felkapcsolása előtt. A sötét/fény 
átmenetek előrejelzése a cirkadián ritmusok egyik jellegzetes vonása, ezért - bár még 
számos kísérlet szükséges az igazi bizonyításhoz - feltételezzük, hogy a cirkadián óra 
szabályozza a PHYB receptor sejtmagi importját és/vagy foltképződését, ezáltal az aktív 
PHYB receptorok mennyiségét/hozzáférhetőségét bizonyos sejtmagi folyamatok számára. 
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 
Munkák két fő célja a fitokróm fotoreceptorok fotobiológiai folyamatokat szabályozó 
szerepének, ill. a fitokrómok és a cirkadián oszcillátor kölcsönhatásának vizsgálata volt, új 
megközelítések alkalmazásával. Egyrészt, a fitokrómok sejten belüli eloszlásának in vivo 
vizsgálatával kívántuk eldönteni a receptorok esetleges sejtmagi transzlokációjának 
kérdését, pozitív eredmény estén meghatározni a folyamat főbb jellemzőit (fényintenzitás-
és hullámhossz-igény, kinetika). Másrészt, a fitokrómok kifejeződésének időbeli mintázatát 
követve „cirkadián" körülmények között, annak a lehetőségét vizsgáltuk, hogy szabályozza-
e a cirkadián óra a fitokrómok kifejeződését, és ha igen, milyen szint(ek)en. 
Kísérleteink eredményeit az alábbiakban foglalhatjuk össze. 
1.1. In vitro DNS-manipulációs technikák alkalmazásával a GFP riportergént a rizs 
PHYA, ill. a dohány PHYB fehérjéket kódoló cDNS molekulák 3' végéhez 
fúzionáltuk, majd a kontsrukciókat stabil transzformáns dohánynövényekben 
fejeztettük ki a CaMV 35S promóter irányítása alatt. Ennek eredményeként a 
transzgenikus növények sejtjeiben PHYA-GFP ill. PHYB-GFP fúziós fehérjék 
termelődése várható, amelyek sejten belüli eloszlása fluoreszcens mikroszkópiával 
követhető in vivo. A fúziós fehérjék megjelenését Western-analízissel kimutattuk. A 
megfelelő transzgenikus növényeken megfigyeltük a PHYA- ill. a PHYB-túltermelés 
specifikus jegyeit, ami arra utal, hogy a fúziós fehérjék funkcionális PHYA ill. PHYB 
fotoreceptorokként működnek. Ez valószínűsíti azt, hogy a PHYA-GFP és PHYB-
GFP fehérjék sejten belüli eloszlása is (amennyiben ennek funkcionális jelentősége 
van) hasonló lesz az endogén PHYA és PHYB fotoreceptorokéhoz. 
1.2. Kimutattuk, hogy a PHYA-GFP és PHYB-GFP fehérjék fényen nevelt növények 
esetében a sejtmagban, sötétben nevelt (etiolált) növények esetében a 
citoplazmában helyezkednek el. A folyamat részletesebb jellemzése érdekében 
7. összefoglalás 89 
megvizsgáltuk különböző hullámhosszúságú (vörös és távoli vörös) fénnyel történő 
besugárzások hatását a sejtmagi importra, etiolált növényekben. A PHYB-GFP 
importja vörös fénnyel indukálható volt, míg a vörös megvilágítást közvetlenül 
követő távoli vörös besugárzás, akárcsak a távoli vörös besugárzás önmagában, 
hatástalannak bizonyult. Az importfolyamat vörös/távoli vörös fény által szabályozott 
megfordíthatósága arra utal, hogy a PHYB-GFP fotokonverziós állapotán (Pr/Pfr) 
keresztül szabályozza saját importját (csak Pfr állapotban léphet be a sejtmagba). 
Ezt a feltételezést alátámasztja az a megfigyelés is, hogy a kromofór kötésére (így a 
fotokonverzióra) képtelen mutáns PHYB*-GFP protein a fényviszonyoktól 
függetlenül mindig a citoplazmában volt megtalálható. A PHYB-GFP sejtmagi 
importja tehát a fitokróm-közvetítette LF (low fluence) fényválaszok jellemzőit 
mutatja. A PHYA-GFP sejtmagi importja alacsony intenzitású vörös fénnyel és távoli 
vörös fénnyel is indukálható volt. Ezek alapján a PHYA-GFP sejtmagi importja a 
PHYA-közvetítette VLF (very low fluence) fényválaszok jellegzetes vonásait mutatja. 
Mivel a PHYA-GFP és PHYB-GFP sejtmagi importját indukáló fénykörülmények 
megegyeznek az általuk szabályozott fényválaszok fénymennyiség és -minőség-
igényeivel, a fényreguláit sejtmagi import a fitokrómok jelátviteli rendszerének egyik 
kulcslépése lehet. 
1.3. A transzlokáció kinetikáját vizsgálva megállapítottuk, hogy etiolált növényekben a 
PHYA-GFP fehérjék sejtmagi akkumulációja már 15-20 perccel az induktív 
megvilágítást követően eléri maximális szintjét, míg a PHYB-GFP fehérjék esetében 
ehhez mintegy 2 óra szükséges. Az importot követően sötétben a fúzós fehérjék 
eltűnése a sejtmagból jelentősen gyorsabb folyamat, mint az becsült degradációs 
sebességük alapján várható lenne, ezért feltételezzük egy aktív sejtmagi export 
folyamat létét is. A PHYB protein N-terminális ¡II. C-terminális csonka verzióit 
tartalmazó GFP fúziós fehérjék (N-PHYB-GFP ill. C-PHYB-GFP) fényviszonyoktól 
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független lokalizációt mutattak: az N-PHYB-GFP mindig a citoplazmában, míg a C-
PHYB-GFP mindig a sejtmagban volt megtalálható. Ezek a megfigyelések 
támogatják azt az elképzelésünket, amely szerint a PHYB protein C-terminális 
részén egy NLS motívum található, amely Pr formában inaktív; következésképp a C-
PHYB fehérje konformációjának olyan állapotban kell rögzülnie, amely az NLS 
állandó aktivitását eredményezi. Abban az esetben, ha a PHYB*-GFP konstitutív 
citoplazmatikus lokalizációját azzal magyarázzuk, hogy egy hipotetikus retenciós 
faktor specifikusan kötődik a Pr formához, lehorgonyozva azt a citoplazmában, még 
egy CRS (cytosolic retention signal) motívumot is fel kell tételeznünk, amelyen 
keresztül ez a kölcsönhatás megvalósulhat. 
1.4. A PHYA-GFP és PHYB-GFP fehérjék importjukat követően nem egyenletes 
eloszlást mutatnak a sejtmagban, hanem jellegzetes foltokba koncentrálódnak. Ezek 
a foltok valószínűleg olyan multiprotein-komplexeket jelentenek, amelyeknek a PHY-
GFP fúziós fehérjék is részei. Mivel a PHYA-GFP és PHYB-GFP által kialakított 
foltok száma és mérete is eltérő, feltételezzük, hogy a két fúziós fehérje különböző 
komplexek felépítésében vesz részt. A jelenség funkciójának magyarázatára két 
lehetőség kínálkozik. Egyrészt, mivel a PHY-GFP fúziós fehérjék foltszerű sejtmagi 
lokalizációja nagyon hasonlít a COP1-GFP protein sejtmagi mintázatához, 
elképzelhető, hogy a sejtmagba importált fitokrómok kölcsönhatásba lépnek a 
különböző E3-ubiquitin-ligáz-COP1-bZIP transzkripciós faktor komplexekkel, 
valamilyen módon inaktiválják a COP1 proteint (vagy gátolják a COP1-
transzkripciós faktor kölcsönhatást), aminek eredményeként felfüggesztik a nevezett 
transzkripciós faktorok proteolízisét. Ez a faktorok mennyiségének emelkedéséhez, 
végső soron pedig a fényindukált gének egy részének indukciójához vezet. 
Másrészt, mint azt a bHLH típusú PIF3 transzkripciós faktor esete is példázza, 
elképzelhető, hogy a transzkripciós faktorok egy másik része konstitutív módon 
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kapcsolódik a megfelelő fényreguláit gének promóteréhez, de ez a transzkripciós 
komplex a fitokrómok hiányában (sötétben) inaktív. A fényindukciót követően a 
fitokrómok a sejtmagba importálódnak, Pfr formában kapcsolódnak a promóter-kötött 
transzkripciós faktorokhoz, majd az így aktivált komplexek serkentik az adott gének 
átíródását. Elképzelésünk szerint tehát a sejtmagba importált fitokrómok 
multiprotein-komplexek kialakításában vesznek részt, amelyek közvetve vagy 
közvetlenül szabályozzák a fényreguláit gének működését. Ugyanakkor, a korábbi 
irodalmi adatok alapján nyilvánvaló, hogy a fitokrómok fontos citoplazmatikus 
funkciókkal is rendelkeznek. Annak felderítésére, hogy a fitokróm-regulált válaszok 
közül pontosan melyik kapcsolható a fitokrómok citoplazmatikus vagy sejtmagi 
funkciójához, még további kísérletek szükségesek. A fitokróm rendszer 
működésének legújabb modelljét a 7.1. ábrán szemléltetjük. 
2.1 A dohány PHYA, PHYB, valamint az Arabidopsis PHYB gének promótereit 
összeépítettük a luciferáz riportergén kódoló régiójával, majd a konstrukciókat 
(NtPHYA::LUC, NtPHYB::LUC és AtPHYB::LUC) megfelelő gazdanövényekbe 
transzformáltuk. A transzgének kifejeződésének tér- és időbeli mintázatát a 
transzgenikus növények lumineszcenciájának mérésével követtük. A konstrukciók 
szerv- és szövetspecifikus kifejeződése megegyezett az adott gének kifejeződéséről 
kapott korábbi adatokkal, így valószínűsíthető volt, hogy a konstrukciók 
kifejeződésének időbeli lefutása is hűen tükrözi majd a megfelelő endogén 
promóterek aktivitásának változásait. 
2.2. A konstrukciókat hordozó csíranövényeket LD (12 h fény/12 h sötét) fotoperiódus 
mellett neveltük egy hétig, majd ugyanilyen körülmények között nyomon követtük a 
luciferáz aktivitás változásait. Valamennyi konstrukció esetében markáns diurnális 
ritmust tapasztaltunk. Amikor viszont a méréseket a beállítást követően LL 
(folyamatos fény) és DD (folyamatos sötét) körülmények között is elvégeztük, azt 
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tapasztaltuk, hogy az NtPHYB::LUC és az AtPHYB::LUC konstrukciók ritmikus 
aktivitása ilyen körülmények között is fennmarad, jelezve, hogy a megfelelő 
promóterek működését a cirkadián óra szabályozza. (Legújabb eredményeink 
szerint, amelyek nem képezik dolgozatom részét, az AtPHYA::LUC aktivitás 
ritmicitásának hiánya a PHYA promoter jellegzetes szövetspecifikus 
kifejeződésének köszönhető: kimutattuk, hogy kifejeződése csak a levelekben 
ritmikus, ahol az expresszió szintje a legalacsonyabb, így a teljes növény szintjén az 
amplitúdó olyan alacsony szintre csökken, amely már nem mutatható ki az 
alkalmazott módszerekkel.) Az LD és LL körülmények között megfigyelt PHYB::LUC 
ritmusok amplitúdója és periódushossza nagyon hasonló a kontrollként használt 
CAB2::LUC konstrukciók aktivitásának ritmusához. Sötétben viszont a CAB2::LUC 
ritmus gyorsan csillapodik, mivel fény hiányában a CAB gének transzkripciójának 
átlagos szintje is gyorsan csökken. Az a tény, hogy ez a PHYB::LUC konstrukciók 
esetében nem figyelhető meg, a PHYB gének relatív fény-független kifejeződésére 
utal, összhangban más, korábbi kísérletek adatival. 
2.3. Megállapítottuk, hogy a PHYB gének promóter-aktivitásában felfedezett cirkadián 
jelleg érvényesül a mRNS felhalmozódásának, valamint a NtPHYB fehérje 
szintézisének szintjén is. (A NtPHYB szintézis folyamatát a NtPHYB::NtPHYB-LUC 
konstrukció aktivitása révén követtük, amelynek kifejeződése során egy NtPHYB-
LUC fúziós fehérje termelődik a NtPHYB promóter irányítása alatt.) A NtPHYB 
protein Western-analízissel meghatározott felhalmozódása viszont nem mutatott 
cirkadián szabályozottságot. Ennek oka az lehet, hogy a stabil, ezért viszonylag 
nagy mennyiségben felhalmozódó PHYB fehérje-tömeg mellett a ritmikusan 
megjelenő új PHYB fehérjék az alkalmazott módszerrel nem mutathatók ki. Ezt az 
elképzelést támogatják azok a megfigyelések is, melyek szerint számos PHYB-
függő fiziológiai válasz érzékenységének ideje egybeesik a PHYB-szintézis 
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maximális sebességének általunk meghatározott idejével. Tekintve, hogy a gén-
dózis vizsgálatok alapján a PHYB-szintézisének akár kétszeres növekedése 
(aminek meghatározása a PHYB fehérjék mennyiségének szintjén Western-
analízissel szinte lehetetlen) már jól mérhető fiziológiai válaszokat idéz elő, 
valószínű, hogy a PHYB fehérje-szint ritmikus változása fontos szereppel bíró, 
létező folyamat, de kimutatása megfelelően érzékeny módszereket kíván. 
Eredményeink igazolják egy ún. input szabályozó kör létét a növényi cirkadián 
rendszerben is, melynek funkciója a oszcillátor működésének stabilizációja és a 
véletlenszerű beállító tényezők hatásának mérséklése lehet. A növényi cirkadián 
rendszer adataink alapján kiegészített modellje a 7.2. ábrán látható. 
7.1. ábra. Frtokróm foto receptorok által közvetített jelátviteli folyamatok: a legújabb modell. 
Sötétben a fitokróm receptorok inaktív konformációs állapotban (PHY Pr) a citoplazmában találhatók. Sejtmagi 
importjukat az NLS motívum konformáció-függő inaktívációja vagy egy hipotetikus citoplazmatikus retenciós 
komplexhez történő konformáció-függő kapcsolódásuk gátolhatja meg. Vörös fény (R) hatására a receptorok felveszik 
aktív konformációjukat (PHY Pff), amely több párhuzamos jelátviteli folyamatot indíthat el. 
Az aktív receptorról a jel egy membrán-kötött heterotrimerikus G-proteinre kerül. Ezt követően a jelátviteli lánc két 
ágra szakad: az egyik ág a cGMP szint változtatásával gének egy bizonyos csoportjának működését módosítja, míg a 
másik ág Ca2+, Ca2+/CaM intermediereken keresztül a sejtmagi gének egy másik csoportjának kifejeződését 
szabályozza. Valószínű, hogy mindkét ág végső komponensei olyan, még nem azonosított transzkripciós foktorok 
(X,Y), amelyek sejten belüli eloszlása (vagy aktivitása) változik meg a jeltovábbítás során. 
A fényelnyelést követően a receptorok autofoszforilálódnak (P, sárga körben), ill. foszforilálják a PKS1 proteint. A 
fényaktivációt követően a CPRF2 és a GBF transzkripciós foktorok is föszförilálódnak (még nem tisztázott, hogy ez a 
fitokrómok direkt vagy indirekt hatása), ami indukálja sejtmagi importjukat, ezáltal az általuk szabályozott gének 
működését. 
A Pfr állapotú fitokrómok a sejtmagba importálódnak, ahol különböző protein-komplexek felépítésében vehetnek részt. 
Ezen belül kapcsolódhatnak bizonyos inaktív transzkripciós komplexekhez (pl. a CCA1 gén promóteréhez kötődő, 
PIF3 és még nem azonosított foktorokat tartalmazó komplexhez), amelyek a fitokrómok kapcsolódása után válnak 
aktívvá. Elképzelhető továbbá az is, hogy a fitokrómok inaktiválják a COP1 fehérjét a COP1-ubiquitin ligáz 
komplexben, ill. elősegítik a COP1 sejtmagi exportját. Ezáltal mérséklődik a HY5 transzkripciós foktor lebomlása, ami 
a HY5 által szabályozott gének (pl. CHS) működésének aktivációjához vezet 
Távoli vörös fény (FR) hatására a fitokrómok (a PHYA kivételével) inaktív, Pr formájukba alakulnak vissza, a 
receptorok mennyisége fokozatosan csőkken a sejtmagban (export és/vagy degradáció), csakúgy, mint a megfelelő 
gének transzkripciójának sebessége. 
A kísérletesen igazolt történéseket folyamatos, míg a feltételezett lépéseket szaggatott nyilakkal jelöltük. 
7.2. ábra. Újabb szabályozó hurok a növényi cirkadián rendszerben. 
A beállításban hatásos fény a fotoreceptorok közvetítésével éri el a központi oszcillátort és állítja be működésének 
fázisát Kimutattuk, hogy a receptorok és a cirkadián óra közti kapcsolat kétirányú, mivel az óra szabályozza a 
receptorok (a dolgozatban közölt adataink alapján a PHYB) kifejeződését Az, hogy a visszacsatoló jel a központi 
oszcillátor, vagy az output lánc egyik korai komponensétől származik, még eldöntésre vár. 
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8. SUMMARY 
8.1. Introduction 
Light plays a crucial, dual role throughout the entire life cycle of higher plants. It 
provides the energy source for photosynthesis; however, light also is an environmental 
signal regulating a wide range of physiological and developmental processes in plants, from 
seed germination to flowering. Plants monitor the quantity (intensity), quality (wavelength), 
direction and duration of light in the ambient environment by specialized photoreceptors. 
These photoreceptors can be classified by their absorption spectra (Table 8.1.). 
Wavelength of absorbed light Function 
UV-B region: 280-310 nm 
Receptor unknown Induction of gene expression 
Blue/UV-A region: 320-400 nm 
Cryptochromes: CRY1, CRY2 
Phototropin 1,2 
NPL1 
Photomorphogenesis 
Phototropism 
Chloroplast movement 
Red/Far-red region: 620-730 nm 
PhytochromesPHYA 
PHYB 
PHYC 
PHYD 
PHYE 
Photomorphogenesis: seed germination, 
de-etiolation, inhibition of hypocotyl/stem-
elongation, shade avoidance. Regulation 
of flowering time. 
Table 8.1. Photoreceptors and their functions in higher plants 
Plant cryptochromes are FAD and pterin-containing chromoproteins showing 
significant homolgy to DNA photolyases, but lacking photolyase activity. Cryptochromes 
absorb in the blue region of the spectrum. To date, two members of the cryptochrome 
family, CRY1 and 2, have been identified in Arabidopsis (Ahmad and Cashmore, 1993; 
Lin et al., 1998). The CRY2 protein shows rapid blue light-induced degradation and 
8. Summary 95 
functions primary at low light intensities (Lin et al., 1998). The CRY1 protein is relatively 
stable in light and mediates responses to higher fluences of blue light (Lin et al., 1998). 
Phytochromes are chromoproteins, which contain a covalently linked linear 
tetrapyrrole chromophore per molecule and exist as homodimers. These photoreceptor 
molecules absorb red and far-red light which activates and inactivates them, respectively 
(Quail, 1995). In higher plants these molecules are encoded by small multigene families. 
In Arabidopsis five genes (PHYA-E) have been isolated (Sharrock and Quail, 1989; 
Clack et al., 1994). PHYA is a photo-labile molecule degraded rapidly upon exposure to 
light. It is the dominant phytochrome in etiolated seedlings and it mediates responses to 
very low fluences of red and far-red light. PHYB, C, D and E are relatively photo-stable 
molecules; in green seedlings PHYB is the dominant phytochrome photoreceptor. They 
mediate responses to low and high fluences of red light (for review see Furuya and 
Schäfer, 1996; Neffet al., 2000). 
According to the general model for phytochrome-mediated signal transduction, 
phytochromes are synthesized and localized in the cytosol in the dark in their inactive Pr 
form. Light signals convert the phytochrome receptors into their active Pfr form. This latter 
form activates a signal-transduction cascade which drives the signal from the cytosol to 
the nucleus, resulting in the modulation (induction/repression) of the expression of light-
responsive nuclear genes at transcriptional level. Changes in the expression pattern of 
this special subset of genes lead to dramatic changes in developmental and 
physiological processes, to the induction of photomorphogenesis (light-dependent 
development). A number of reports supporting the cytosolic localization of phytochromes 
and describing primary signaling events in this compartment have been published. 
Phytochromes can activate the plasmamembrane-bound heterotrimeric G-proteins, 
which in turn activate signal-transduction by modulating the cytosolic cGMP and/or 
Ca2+/calmodulin levels and finally induce the expression of the CHS (chalcone-synthase) 
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and CAB (chlorophyll a/b-binding protein) genes and the development of functional 
chloroplasts (Neuhaus et al., 1993; Bowler et al.,1994). Light-dependent nuclear import 
of CPRF2 (common gromoter/binding factor 2) and GBF (G-box binding factor) 
transcription factors is mediated by PHYB (Terzaghi and Cashmore, 1995; Kircher et al., 
1999). Phytochromes are atypical serin/protein kinases and phosphorylate specific 
substrates such as the cytosolic PKS1 (ghytochrome kinase substrate I ) protein. On the 
other hand, several phytochrome-regulated genes have been described and cis-acting 
elements in their promoter regions as well as some of the transcription factors binding to 
these regions have been identified, representing the final steps of light-induced signaling 
(Quail et al., 1995; Fankhauser and Chory, 1997). However, the signal transduction 
pathway from the cytosol to the nucleus has remained largely unknown. Recently, it was 
shown that nuclei of Arabidopsis cells contain higher amounts of immunodetectable 
PHYB protein in the light than in the dark (Sakamoto and Nagatani, 1996). Very recently, 
Ni et al. (1999) reported that the nuclear basic HLH protein PIF3, shown earlier to 
function in phytochrome signaling in vivo, binds to PHYB in a light-regulated fashion in 
vitro. Although these findings do not provide unambiguous evidence, they open up a 
possibility that phytochromes can be imported into the nuclei after illumination and they 
can act as components of the transcriptional machinery. 
The periodic succession of days and nights is an eternally recurring 
environmental factor ever since life has appeared on the Earth. It is postulated that (i) 
organisms possessing the ability to adapt to the predictable changes of the environment 
have an evolutionary advantage and that (ii) this benefit has promoted the development 
of timekeeping mechanisms (endogenous clocks). The biological clocks that generate 
and maintain oscillations of many physiological and molecular processes with a period 
length close to 24 h are also referred to as circadian clocks. Circadian rhythms persist 
under constant conditions; however, in order to function reliably and to be useful for the 
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organism, the clocks must operate in harmony with the periodic changes of the outer 
environment. To achieve this synchrony, the circadian clock is reset to the local time by 
specific stimuli perceived at dawn and dusk. The most important entraining factors are 
light and temperature. Light signals are perceived and transduced to the central oscillator 
via specialized photoreceptors. In plants, the photoreceptor phytochrome and 
cryptochrome have been shown to be involved in this process (Somers et al., 1998; 
Devlin and Kay, 2000). On the other hand, the circadian clock is able to suppress the 
direct effect of photoreceptor signaling in a phase-dependent fashion by the so-called 
gating mechanism (Millar and Kay, 1996). 
According to the simplest model of the circadian system, the central oscillator 
generates an oscillation with a period of ~24 h, based on negative feed-back loops 
formed by the clock genes and proteins, and regulates the expression of genes through 
the output pathway. On the other side of the system, light signals absorbed by 
photoreceptors reach the central oscillator through the input pathway and synchronize its 
phase to the actual periodic environmental changes. In this model there is a one-way 
relationship between the input receptors and the oscillator without any feedback 
mechanisms. However, it has been shown that the oscillator controls the expression of 
cryptochrome receptors both in Drosophila and in mouse (Glossop et al., 1999; 
Shearman et al., 2000). This type of regulation represents an input feedback loop which 
has not been described in the plant circadian system so far. 
8.2. Research objectives 
The general goal of our research was to study the regulatory role of phytochrome 
photoreceptors in the photobiological processes and in the circadian system of plants 
using new ways of approach. The main questions were: 
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1. Are phytochrome receptors imported into the nuclei? If yes, what are the light-
conditions (intensity and wavelength) required for this process and what kinetics 
characterizes the import? 
2. Is the expression of phytochromes regulated by the circadian clock? If yes, at what 
levels of expression is this effect detectable? 
8.3. Results and discussion 
1.1. We have generated transgenic tobacco plants expressing the rice PHYA-GFP or 
the tobacco PHYB-GFP fusion proteins under the control of the CaMV 35S 
promoter that ensured high level and constitutive expression of these transgenes. 
The presence of the fusion proteins was verified by Western-analysis. Specific 
PHYA and PHYB overexpression phenotypes were observed on transgenic plants 
expressing the PHYA-GFP or the PHYB-GFP fusion proteins, respectively. This 
observation indicates that these fusion proteins function as phobiologically active 
phytochrome receptors, thus the regulation of the intracellular partitioning of these 
proteins is very likely to reflect the functional properties of the endogenous PHYA 
and PHYB photoreceptors. 
1.2. Using fluorescence microscopy, we showed that the PHYA-GFP and PHYB-GFP 
proteins are localized in the nuclei of cells in light-grown plants and in the cytosol 
of cells in dark-grown or dark-adapted plants. Detailed analysis of the import 
process showed that three red light pulses given every hour were sufficient to 
induce a clearly detectable import of PHYB-GFP into the nucleus. The inducing 
effect of red light pulses could be completely reversed by subsequent far-red light 
pulses that converted Pfr back to Pr. Far-red pulses alone were not inductive. This 
red/far-red reversibility of the import emphasizes that PHYB-GFP is regulating its 
translocation through its own photoconversion. This is further supported by the 
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observation that a chromophore-less inactive mutation of full-length PHYB fused 
to GFP (PHYB*-GFP) is retained in the cytosol under all light conditions. The 
light-regulated nuclear import of PHYB-GFP shows the properties of a 
photoreversible low fluence (LF) response and correlates well with the light quality 
dependence and kinetics of PHYB-triggered light responses. In the case of 
PHYA-GFP, nuclear import is inducible not only by a single low intesity red light 
pulse but also by a far-red pulse. Thus, we conclude that nuclear import of PHYA-
GFP is controlled by the very low fluence (VLF) response of PHYA. 
1.3. Analysis of the kinetics of light-induced nuclear import of the PHYA-GFP and 
PHYB-GFP fusion proteins showed that PHYA-GFP accumulation in the nucleus 
reaches its maximum 15-20 min after the inductive irradiation, whereas in the 
case of PHYB-GFP this process requires 2 hr. Besides the light-dependent 
nuclear import of phytochromes, a process responsible for the disappearance of 
the imported photoreceptors during dark incubation (preceded by a far-red light 
treatment that converts most of the Pfr back to Pr) should also be identified. The 
disappearance of phytochromes from the nuclei under these conditions is 
significantly faster than their estimated turnover rate. Therefore, degradation 
alone is not sufficient to explain the measured depletion kinetics, indicating the 
effect of an active export mechanism. To explain the mechanism controlling the 
translocation of the PHY-GFP proteins we suppose the presence of at least one 
functional NLS (nuclear localization signal) and one NES (nuclear export signal) in 
the phytochrome proteins. To check this hypothesis for PHYB localization, various 
mutated forms of PHYB were fused to GFP and their intracellular localization was 
assayed. Whereas the C-terminal half of PHYB fused to GFP (C-PHYB-GFP) is 
constitutively localized in the nucleus, the N-terminal PHYB-GFP fusion (N-PHYB-
GFP) was always restricted to the cytosol. These results imply that the functional 
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NLS must be located in the C-terminus of PHYB. Since the chromophore-less 
PHYB*-GFP is also confined to the cytosol in a light-independent manner, we 
conclude that in the Pr form the NLS of PHYB is masked, abolishing nuclear 
uptake, whereas in the Pfr form its nuclear export is inhibited. On the other hand, 
cytosolic retention of PHYB-GFP could be effected either by intramolecular 
masking of the NLS in its Pr form, or by a hypothetical cytosolic retention factor 
that specifically interacts with the Pr form through a presumed CRS (cytosolic 
retention signal) motif located at the N-terminus of PHYB. 
1.4. PHYA-GFP and PHYB-GFP transported into the nucleus are not evenly 
distributed but show spotted localization patterns. The size and number of PHYA-
GFP and PHYB-GFP-containing speckles are different. This finding suggests that 
PHYA-GFP and PHYB-GFP are members of large but different multiprotein 
complexes and might interact with different proteins after import into the nuclei. 
The observed PHYA-GFP and PHYB-GFP patterns are reminiscent of the spotted 
nuclear localization of the COP1 protein (Ang et al., 1998), which is a member of 
the genetically defined, heterogenous COP gene product group that is assumed 
to act as a general switch from skotomorphogenesis to photomorphogenesis 
(Torii and Deng, 1997). In the dark, COP1 (or the COP1-GFP fusion protein) is 
localized in the nucleus, interacts with the HY5 transcription factor (and probably 
with other similar bZIP-type transcription factors) that binds to specific cis-acting 
elements within the promoter of light-regulated genes. As part of a E3-ubiquitin-
ligase complex, COP1 targets these transcription factors to the 26S proteosome, 
facilitating their degradation. In the light, COP1 slowly disappears from the 
nucleus, transcription factors are allowed to accumulate and induce the 
expression of their target genes (Osterlund et al., 2000). Because of the similar, 
spotted staining patterns of COP1-GFP, PHYA-GFP and PHYB-GFP, it is 
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tempting to speculate that PHYA and PHYB in their active Pfr form can interact 
with the COP1-transcription factor complexes, suppress the activity of COP1, and 
prevent the degradation of the HY5 and HY5-like transcription factors. On the 
other hand, it was shown recently that the bHLH transcription factor PIF3 (in 
assotiation with other factors) binds to the promoter region of the CCA 1 gene, but 
does not induce its transcription. However, PHYB in its Pfr form can bind to this 
inactive complex resulting in the induction of CCA 1 transcription (Martinez-Garcia 
et al., 2000). Therefore, another possible explanation for the nuclear function of 
phytochromes is that after they have been imported into the nucleus in their Pfr 
form, they can directly activate transcriptional complexes and induce the 
expression of the corresponding genes. The observation concerning CCA1 gene 
activation is especially interesting, because the CCA1 protein is an important 
component of the plant circadian clock, therefore this process suggests a possible 
mechanism how the light signals mediated by phytochromes can entrain the 
circadian oscillator in plants. 
2.1. We have generated transgenic tobacco plants expressing the luciferase reporter 
gene fused to the promoter of the tobacco PHYA or PHYB gene (NtPHYAr.LUC 
and NtPHYB::LUC, respectively) and transgenic Arabidopsis plants carrying the 
AtPHYB::LUC (luciferase fused to the promoter of the Arabidopsis PHYB gene) 
transgene. The organ- and tissue-specific expression of these transgenes was 
consistent with earlier results concerning the expression of both promoter::GUS 
fusions and the corresponding endogene genes (Somers and Quail, 1995a; Ádám 
et al., 1996). Therefore, it is very likely that the temporal changes of the luciferase 
activity in these plants correctly reflect the temporal regulation of the promoters 
used. 
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2.2. The activity of all of the reporter constructs showed diurnal oscillations under LD 
(12 h light/12 h dark photoperiods). However, the rhythmic expression of 
NtPHYB::LUC and AtPHYB::LUC continued after transfer to LL (constant light) or 
DD (constant dark) conditions, indicating that a circadian clock controls their 
activity. (Based on our very recent results, which do not form part of this thesis, 
the lack of rhythmicity in the activity of the AtPHYA promoter probably is due to 
its tissue-specific expression pattern: the circadian regulation affects its activity 
only in the leaves where its expression level is the lowest.) The observed 
PHYB::LUC rhythms are very similar to the CAB2::LUC rhythm in LD and LL: both 
have identical periods and high amplitudes. The CAB2::LUC rhythm damps 
rapidly in darkness, especially in Arabidopsis, because of the overall decrease in 
the level of CAB transcription. The persistence of PHYBr.LUC rhythms in LL and 
DD probably reflect the relatively light-insensitive transcription of PHYB genes, 
which is consistent with previously published results (Ádám et al., 1996; Somers 
and Quail, 1995b). 
2.3. The significance of the rhythms observed in PHYB::LUC expression is underlined 
by the observation of circadian rhythms in the accumulation of the AtPHYB and 
NtPHYB mRNA and in the synthesis of the NtPHYB protein under LD, LL and DD 
conditions. The synthesis of new NtPHYB protein was measured by the 
luminescence generated by the NtPHYB::NtPHYB-LUC transgene, which 
encodes a NtPHYB-LUC fusion protein. The rhythm of NtPHYB synthesis retains 
similar amplitude to the rhythm of promoter activity and closely follows the 
accumulation of NtPHYB RNA, which indicates that translational control has little 
effect on PHYB accumulation. A long half-life of the NtPHYB protein is therefore 
most likely to account for the observed suppression of circadian rhythmicity in the 
accumulation of bulk NtPHYB. Synthesis of PHYB in the morning would thus 
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contribute to the daily peak of new PHYB, but the contribution is apparently too 
small for reliable detection by Western blotting in the presence of the larger, 
existing PHYB pool. 
2.4. Rhythmic synthesis of PHYB nonetheless might be significant. The phase of 
maximal PHYB protein synthesis (ZT 0-2) is similar to the phase of maximal light 
responsiveness of CAB expression (ZT 4) and to the maximal inhibition of 
hypocotyl elongation (ZT 0) in Arabidopsis (Millar and Kay, 1996; Dowson-Day 
and Millar, 1999). A 2-fold change in PHYB gene dosage causes well-defined, 
biological responses (Koornneef et al., 1980; Wester et al., 1994), but would have 
been at the limit of detection in our assays. The daily change in bulk PHYB 
protein thus might be functionally relevant. 
8.4. Conclusions 
We have shown that the functional PHYA-GFP and PHYB-GFP fusion proteins 
are imported into the nucleus in a light-dependent manner in their Pfr form. After they 
have been imported, they form nuclear speckles probably representing multi-protein 
complexes, which may directly or indirectly regulate the transcription of light-responsive 
genes. From our data we deduce that the light-regulated nucleocytoplasmic partitioning 
of phytochromes correlates well with the light quality dependence and kinetics of certain 
phytochrome-mediated light responses, therefore regulated nuclear translocation may be 
a key element of light-induced signal transduction. On the other hand, many light 
responses have been described which are induced primarily by cytosolic events, 
therefore it is clear that phytochromes have important cytosolic roles as well. To unravel 
cytosol- and nucleus-specific signaling pathways in more detail, it is obligatory to find out 
what plant phenotypes emerge when phytochromes are prevented from being imported 
into the nucleus or are constitutively kept in the nucleus. 
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An updated model for phytochrome signaling in plants is summarized in Figure 7.1. 
We have provided evidence on the circadian regulation of PHYB expression at 
the level of promoter activity, mRNA accumulation and protein syntesis. The apparent 
lack of rhythmicty at the level of bulk PHYB protein accumulation measured by Western 
blot is most probably due to the long half-life time of the PHYB protein. However, the 
rhythmic sensitivity of some PHYB-dependent physiological processes strongly supports 
the existence of rhythmic changes in the available amount of active PHYB receptors. 
(Our very recent results, which do not form part of this thesis, indicate that rhythmic 
regulation can be detected in the temporal expression patterns of all PHY genes in 
Arabidopsis). This observation indicates the presence of an additional regulatory loop 
within the plant circadian system (Fig. 7.2.). It is proposed that this regulatory loop 
ensures (i) maximal efficiency in the perception of the resetting light signals at the right 
times and (ii) neutralization of signals from non-predictable environmental cues, which 
could cause resetting of the circadian clock. In addition, this postulated regulatory loop 
can also mediate the generation of more robust rhythms with higher amplitude under 
relatively constant conditions. 
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segítségét, különösen írásos megnyilvánulásaim szakmai és nyelvhelyességi 
ellenőrzésével kapcsolatosan. Hálával tartozom Nagy Rózsa és Sándor Györgyi 
laboránsok precíz és áldozatos munkájáért, amellyel segítették a kísérletek gyors és 
hatékony kivitelezését. 
